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PEPTIDEO SINTETICO PARA DIAGNOSTICO DE COVID19 EM
PLATAFORMA DE IMUNO-ELETROQUIMICA E SEU USO

Campo da Invencdo

[001]. A presente invencdo reivindica peptideo artificial
modificado a partir do peptideo P.SC2.5.203 (SEQ NO 1)em BR 10 2020
024403-5 (Thomaz Soccol V.; Manuel HospinalSantiani; Carlos Ricardo
Soccol; Raphael Aparecido Boschero; Jean Michel Dela Vedova Costa;
Gabriela Do Nascimento Ferreira; Eliezer Lucas Pires Ramos; JUlio Cesar
De Carvalho; Breno Castello Branco Beirdo; Max Ingberman; 30/11/20;
ANTIGENOS PEPTIDEOS SINTETICOS PARA O DIAGNOSTICO DO SARS-
COV-2; BR1020200244035). A nova sequéncia modificada serd usada
como anfigeno em método imuno-eletroquimico para detectar uma
quantidade ou concentracdo de anticorpos contra SARS-CoV-2 em
amostras bioldgicas de portadores de SARS-CoV-2.

[002]. Na sequéncia original foi realizada uma modificacdo do
peptideo pela adicdo de sequéncia de acoplamento (EPLQLKM) em C
terminal para ligacdo com ouro coloidal. Oufra inovacdo desta
invencdo € a inclusdo do peptideo em elefrodos com suporte de
grafeno, que é para a deteccdo de pelo menos um tipo de anticorpo
anti-SARS-CoV-2, (anti-IgT, IgA, 1IgG e/ou IgM), podendo ser usado para

mais amostras bioldgicas de pacientes.

Fundamentos da Invencdo e Descricdo do Estado da Técnica

[003]. O Coronavirus, causador da sindrome respiratéria aguda
grave (SARS-CoV-2), € um novo betacoronavirus (B-coronavirus) que
surgiu em Wuham, China, em dezembro de 2019 causador da COVID-
19. Até recentemente foi responsdvel por 6,3 milhdes de morte em todo
mundo e 546 mihdes de casos de infeccdo confimados em
laboratérios entre os anos de 2019-22. A Organizacdo Mundial de Saude

(OMS) declarou que a COVID-19 era uma Emergéncia de Saude
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PuUblica, de Preocupacdo Internacional em 30 de janeiro de 2020 e
reconheceu-a como uma pandemia em 11 de marco de 2020.

[004]. O virus SARS-CoV-2 € membro da familia Coronaviridae, um
viroide entre 50 e 200 nm de didmetro, e com um genoma de RNA
monocatendrio de sentido positivo. O RNA viral da SARS-CoV-2 codifica
quatfro proteinas estruturais: pequeno envelope (E); matriz (M),
nucleocapsideo (N) espiga de dlicoproteina (S); sete proteinas
acessérias  (Orf3a, Orfé, Orf7a, Orf7b, Orf8, Orf?, Orfl0) e uma
poliproteina de estrutura de leitura aberta 1a e 1b, codificada em
Orflab, que pode ser proteolicamente clivada em 16 proteinas ndo-
estruturais putativas (Nsp), que podem estar envolvidas na replicacdo
viral do RNA, franscricdo e papel de suporte (CHAN, J. F.-W. et al.
Genomic characterization of the 2019 novel human-pathogenic
coronavirus isolated from a patient with atypical pneumonia after visiting
Wuhan. EmergingMicrobes&lnfections, v. 9, n. 1, p. 221-236, 1 jan. 2020).
As proteinas E e M sdo importantes na montagem viral em coronavirus.
A proteina N forma complexos com RNA gendmico e € importante para
aumentar a eficiéncia da transcricdo e montagem viral (WANG, H. et al.
SARS-CoV-2 Proteome Microarray for Mapping COVID-19 Antibody
Interactions at Amino Acid Resolution. ACS Cenfral Science, p.
acscentsci.0c00742, 21 out. 2020).

[005]. A via de fransmissdo do SARS-CoV-2 ocorre, principalmente
pela inalacdo de goticulas respiratdrias muito finas, particulas de
aerossol, deposicdo de goticulas respiratérias e particulas nas
membranas mucosas expostas como na boca, nariz ou olho; por
salpicos e pulverizagcoes diretas, ou tocar as membranas mucosas com
as mados que estejam sujas com fluidos respiratérios contendo virus, ou
indiretamente tocando superficies com virus sobre elas.

[006]. Os sinftomas da doenca podem aparecer de dois a catorze
dias apds a exposicdo. Os doentes apresentam sintomas tais como
febre, mal-estar, tosse, e/ou falta de ar. A maioria dos adultos ou

criancas com infeccdo por SARS-CoV-2 apresentam ligeiros sintomas
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semelhantes aos da gripe, contudo, os doentes criticos desenvolvem
rapidamente a sindrome de angustia respiratéria aguda, insuficiéncia
respiratoria, faléncia de multiplos érgdos € mesmo morte.

[007]. Para diagndstico hd necessidade de métodos e kits para
avaliar a transmissdo do coronavirus em humanos, em combinacdo
com métodos para avaliar anticorpos contra-SARS-CoV-2 (como as
imunoglobulinas IgG.,IgM e IgT) em uma ou mais amostras bioldgicas
obtidas de um individuo.

[008]. Biossensores sdo dispositivos analiticos utilizados para
detectar a interagcdo entre um material bioldgico (enzimas, proteinas,
anficorpos, entre outros) e um analito de interesse. Essa interacdo é
detectada por um transdutor que converte a informacdo da intferacdo
em um sinal mensurdvel. Os biossensores tém sido aplicados como
excelente ferramenta para deteccdo analitica em diferentes
aplicacdes como biomédica, ambiental, alimentos, diagndstico de
doencas infeccionas, entre outras (EISSA, S. Diagnosticbiosensors for
coronavirusesandrecentdevelopments. AdvancedBiosensors for
VirusDetection, n. M, p. 261-278, 2022).

[009]. Os imunossensores sdo biossensores utilizados para detectar
a ligacdo entre anticorpos e antigenos, ou anfigenos e anticorpos
ancorados na superficie dos transdutores, os quais definem sua
classificacdo como elefroquimica, optica ou piezoelétfrica (FELIX, F. S.;
ANGNES, L. Electrochemicalimmunosensors — A powerful tool for
analyticalapplications. BiosensorsandBioelectronics, v. 102, n. October,
p. 470-478, 2018). Imunossensores eletroquimicos sdo dispositivos
concebidos para detectar reacdes imunoquimicas que ocorrem entre
um antfigeno e o anticorpo imobilizado na superficie do eletrodo
(podendo ser de diferentes materiais como grafeno, ouro, prata,
platina, e outros materiais). Imunossensor & constituido de uma camada
de um nanomaterial funcional (ouro, grafeno, entre outros) e uma

segunda camada de biomoléculas (por exemplo, anticorpos, proteinas
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recombinantes, peptideos) que estdo quimicamente ligadas com o
nanomaterial.

[010]. Os imunossensores eletroquimicos sdo utilizados no
diagndstico de diferentes tipos de virus como hepatite B e C (BIASOTTO,
G.; COSTA, J. P. C.; COSTA, P. I.; ZAGHETE, M. A. ZnOnanorods-
goldnanoparticle-basedbiosensor for detectinghepatitis C. Applied
Physics A, v. 125, n. 12, p. 821, 2019; BONG, J. H.; KIM, H. R.; JUNG, J.; et
al. Switching-peptides for one-step immunoassay and its application to
the diagnosis of human hepatitis B. Biosensors and Bioelectronics, v. 178,
n. October 2020, p. 112996, 2021), influenza (JOSHI, S. R.; SHARMA, A.;
KIM, G.-H.; JANG, J. Low cost synthesis of reduced graphene oxide using
biopolymer for influenza virus sensor. Materials Science and Engineering:
C, v. 108, p. 110465, 2020), dengue (NAWAZ, M. H.; HAYAT, A,
CATANANTE, G.; LATIF, U.; MARTY, J. L. Development of a portable and
disposable NS1 based electrochemical immunosensor for early diagnosis
of dengue virus. Analytica Chimica Acta, v. 1026, p. 1-7, 2018), Zika
(CABRAL-MIRANDA, G.; CARDOSO, A. R.; FERREIRA, L. C. S.; SALES, M. G.
F., BACHMANN, M. F. Biosensor-based selective detection of Zika virus
specific antibodies in infected individuals. Biosensors and Bioelectronics,
v. 113, p. 101-107, 2018), HIV (CERRUTTI, B. M.; MORAES, M. L.; PULCINELLI,
S. H.; SANTILLI, C. V. Lignin as immobilization matrix for HIV p17 pepftide
used in immunosensing. Biosensors and Bioelectronics, v. 71, p. 420-426,
2015; GOGOLA, J. L.; MARTINS, G.; GEVAERD, A.; et al. Label-free apta-
sensor for p24-HIV protein detection based on graphene quantum dots
as an electrochemical signal amplifier. AnalyticaChimica Acta, v. 1166,
p. 1-7, 2021), coronavirus (ALl, M. A.; HU, C.; JAHAN, S.; et al. Sensing of
COVID-19 antibodies in seconds via aerosol jet nanoprinted
reduced-graphene-oxide-coated 3D electrodes. Advanced Materials, v.
33, n. 7, p. 2006647, 2021; SOTO, D.; OROZCOQO, J. Peptide-based simple
detection of SARS-CoV-2 with electrochemical readout.
AnalyticaChimica Acta, v. 1205, p. 339739, 2022), entre outros.
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[011]. Os imunossensores possuem algumas vantagens em relacdo
aos meétodos analiticos fradicionais devido ao baixo custo,
portabilidade, miniaturizacdo, facilidade de uso, monitorizacdo no
local, boa seletividade e sensibilidade. No entanto, o desempenho
analitico dos imunossensores ainda necessita de melhorias, e com este
objetivo, nanomateriais como grafeno, nanoparticulas de ouro,
nanotubos de carbono, tém sido utilizados nas plataformas dos
imunossensores. Além disso, novos sitios de reconhecimento que se
ligam especificamente a diferentes tipos de virus, como aptédmeros e
peptideos especificos também estdo sendo aplicados nestes dispositivos
(BRAZACA, L. C.; DOS SANTQOS, P. L.; DE OLIVEIRA, P. R.; et al. Biosensing
strategies for the electrochemical detection of viruses and viral diseases
— A review. Analytica Chimica Acta, v. 1159, 2021; EISSA, S. Diagnostic
biosensors for coronaviruses and recent developments. Advanced
Biosensors for Virus Detection, n. M, p. 261-278, 2022).

[012]. Os peptideos possuem excelentes propriedades de
reconhecimento com alto potftencial para uma variedade de
aplicacdes diagndsticas e terapéuticas. Em relacdo aos testes de
diagndstico o uso dos peptlideos aumenta a especificidade e a
sensibilidade do teste em relacdo ao uso da sequéncia completa de
uma protfeina, além de isso modificando a sequéncia do peptideo, ele
ajuda a melhorar a capacidade de conjugacdo ou imobilizacdo com o
eletrodo, para poder desenvolver imunossensores.

[013]. Enfre as nanoestruturas, o éxido de grafeno reduzido (rGO)
tem se destacado na aplicacdo de imunossensores eletroquimicos, uma
vez que apresenta excelentes propriedades condutoras, grande drea
superficial e facilidade de modificacdo de superficie (SINGH, R.; HONG,
S.; JANG, J. Label-freeDetectionof Influenza Virusesusing a Reduced
Graphene Oxide-basedElectrochemicallmmunosensorintegratedwith a
Microfluidic Platform. ScientificReports, v. 7, n. 1, p. 42771, 2017).

[014]. Alguns testes de diagndstico de SARS-CoV-2 usam a

proteinas Spike completa ou a proteina da nucleocapsideo. Exemplo
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de uso destas proteinas sdo as patentes WO2021211332 (Muerhoff, A.
Scott; Prostko, John C.; Rodgers, Mary A.; Cloherty, Gavin A.; Stewart,
James L.; Hartnett, James; Moore, Jeff; Ofis, Kathy; Kar, Alak; Tu, Bailin;
Tieman, Bryan; Strobel, Carolyn; Hawksworth, David; Ziemann, Robert; Lin,
Zhihong; Marohnic, Chris; Wiebe, Peter; Meyer, Todd; 21/10/2021;
METHODS AND KITS FOR DETECTING OR DETERMINING AN AMOUNT OF AN
ANTI-B-CORONAVIRUS ANTIBODY IN A SAMPLE; WO2021211332); e
WO0O2021211331 (Antti  Virtanen, Jake; Bezairea; Scott Muerhoff;
13/04/2020; PROCEDES, COMPLEXES ET KITS POUR DETECTER OU
DETERMINER UNE QUANTITE D'UN ANTICORPS ANTI-SS-CORONAVIRUS
DANS UN ECHANTILLON; WO2021211331) em plataforma de fluxo lateral.
Em oufros festes desenvolvidos que usam a plataforma de
imunoeletroquimica para a deteccdo dos anticorpos com as proteinas
S ou N do virus SARS-CoV-2 tem as patentes US20220065807 (Gao; Wei;
Torrente-Rodriguez; Rebeca M.; Lukas; Heather; 02/09/2021; MULTIPLEXED
SENSOR FOR ULTRA-FAST AND LOW-COST COVID-19 DIAGNOSIS AND
MONITORING) e, US20220074882 (Suzanne; Becker; Michael; 03/09/2021;
ELECTROCHEMICAL-BASED SENSOR FOR RAPID AND DIRECT DETECTION
OF SARS-COV-2; WITT; US20220074882). Ou ainda s&o usadas nas
patentes: 1) W0O2022101797 (Soritski, Vitali; Reut, Jekaterina; Boroznjak,
Roman; Kidakova, Anna; Opik, Andres; Razig, Abdul; Ratnik, Kaspar;
Naaber, Paul; 10/11/2021; METHOD OF MAKING A PORTABLE MIP-BASED
ELECTROCHEMICAL SENSOR FOR THE DETECTION OF THE SARS-COV-2
ANTIGEN; WQ02022101797) que pesquisa anticorpos; 2) na patente
W0O2022157344 (Akbar, Sarah; Peacock, Martin James; 25/01/2021;
ELECTRODE AND SENSOR DEVICE FOR SARS-COV-2 DETECTION AND
CORRESPONDING IN-VITRO DETECTION METHOD; W0O2022157344) utilizam
a proteina A, proteina G ou proteina L para a ligacdo do sensor com os
anticorpos anti-proteina N do virus; 3) na patente W02022077027 ( De la
Fuente-Nunez, Cesar; Der Torossian Torres, Marcelo; Reis de Araujo,
Williom; 03.03.2021; LOW-COST RAPID DIAGNOSTIC FOR COVID-19 AND
OTHER PATHOGENS; W02022077027) é utilizada a proteina ACE2, 4) j& na
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patente CN114047243 (Zhang Liyun; Han Cong; Li Qian; Xing Wenping;
FangXioona; LuoZhaofeng; 16.11.2021; Electrochemicalaptamer sensor
for detfecting SARS-CoV-2 basedon CRISPR/Casl2a; CN114047243)
ufilizam um aptdmero e CRISPR/CASI2A. Apesar dos exemplos de
patentes mostradas acima nosso invento € um método de diagndstico
point of care usando um peptideo acoplado a um sensor
eletroquimicos para o diagndstico de COVID-19 em amostras bioldgicas
(soro, saliva e sangue). O peptideo é ligado a uma matriz de grafeno
vinculado a um sensor eletroquimico, com as vantagens de ser um kit
com aumento da sensibilidade e especificidade do teste; permite a
quantificacdo dos anticorpos anti-SARS-CoV-2; permite a utilizacdo sem
a necessidade de instalacdes especializadas; e por ser de baixo custo.
Com esse melhoramento, haverd aumento do dmbito da sua utilizacdo

fora de laboratdrios ou clinicas.

Descricdo da abordagem do problema técnico

[015]. A pandemia de coronavirus (SARS-CoV-2) exponenciou as
preocupacdes com os surtos virais e, consequentemente, trouxe
enormes desafios a seguranca publica. Em relacdo aos vdarios tipos de
testes diagnodsticos, o mais disponivel atualmente € o molecular, que
detecta o genoma viral. Este teste de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) visa identificar a presenca do RNA do virus em amostras de swab
nasal ou de garganta, mas ndo quantifica a carga viral. Apesar da alta
precisdo dos testes de PCR, a obtencdo dos resultados demanda longos
periodos, sdo necessdrios profissionais e equipamentos especializados, o
que exige centros de pesquisa para a realizacdo dos testes (BRAZACA,
L. C.; DOS SANTQOS, P. L.; DE OLIVEIRA, P. R.; et al. Biosensing strategies for
the electrochemical detection of viruses and viral diseases — A review.
AnalyticaChimica Acta, v. 1159, 2021).

[016]. Outro tipo de teste avalia a resposta imune contra o agente

patogénico através da reacdo antigeno-anticorpos. Esses anticorpos
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sd0 essenciais na recorréncia do virus na comunidade e seu
monitoramento é necessdrio para estabelecer a extensdo e duracdo
da imunidade ao SARS-CoV-2. O status do anticorpo permitird identificar
a capacidade de contrair ou resistir & infeccdo de uma populacdo.

[017]. A presenca de anticorpos pode ser detectada com base
em um anfigeno recombinante sintético, como peptideos, projetados
para imitar estruturas especificas do virus, de modo que quaisquer
anticorpos presentes nas amostras com afinidade de ligacdo reagem
com o antigeno (FELIX, F. S.; ANGNES, L. Electrochemicalimmunosensors
- A powerful tool for analyficalapplications. Biosensors and
Bioelectronics, v. 102, n. October 2017, p. 470-478, 2018; JACOFSKY, D.;
JACOFSKY, E. M.; JACOFSKY, M. Understanding antibody testing for
COVID-19. The Journal of Arthroplasty, v. 35, n. 7, p. S74-S81, 2020; e
VEDOVA-COSTA, J. M. DELA; RAMOS, E. L. P.; BOSCHERO, R. A.; ef al. A
review on COVID-19 diagnosis tests approved for use in Brazil and the
impact on pandemic control. Brazilion Archives of Biology and
Technology, v. 64, p. 1-14, 2021).

[018]. As plataformas eletroquimicas prometem superar algumas
desvantagens das plataformas convencionais de diagndstico, como
acessibilidade e portabilidade, sendo uma excelente proposta para
deteccdo rdpida no ponto de atendimento de SARS-CoV-2 e outros
virus, visando ndo apenas o RNA viral, mas também antigenos e
anticorpos. Portanto, a presente invencdo aborda o desenvolvimento
de um imunossensor eletroquimico baseado em peptideo de ligacdo
soélida com afinidade ao grafeno, testado com rGO, e ao ouro coloidal
(AUNPs). Os pepftideos foram sinfefizados com uma sequéncia
especifica para detectar anticorpos — IgG de SARS-CoV-2 (Anti-S) e
apresenta estabilidade e facilidade de manuseio.

[019]. Na presente invencdo € proposto usar peptideo sintético
modificados isoladamente e diferentes combinacdes com a matriz de

um imunossensor para a detec¢cdo dos anticorpos 1gG, IgM, IgA e IgT
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contra COVID-19 em amostras bioldgicas de pacientes com maior
sensibilidade e especificidade que os métodos soroldgicos tradicionais.
[020]. A tecnologia proposta trata de um teste point ofcare
conveniente e extfremamente rdpido para a deteccdo de anticorpos
IgG, IgM e IgA em humanos infectados com o virus SARS-COV-2 ou
outros animais utilizando uma amostra de fluido bioldgico. Este teste
poderd ajudar a enfrentar o desafio global de fornecer diagndstico
rdpido de pessoas doentes para impedir a propagacdo de virus, tais
como o SARS-CoV-2 e as suas variantes, e especificidade e afinidade

suficientes para ligar ao revestimento de funcionalizacdo do sensor.

Descricdo detalhada da Invencdo

[021]. O teste point of care aqui reivindicado pode analisar uma
amostra bioldgica liquida de um sujeito humano ou outfro animal e
fornecer uma indicacdo imediata da presenca de anticorpos acima de
uma concentracdo limite normal. O imunossensor point of care utiliza
nanotecnologia e componentes robustos, produzindo testes e kits de
deteccdo sorologica, que ndo sdo invasivos, rapidos e precisos. Os
resultados podem ser obtidos em 3 a 70 minutos para a deteccdo de
anticorpos anti-SARS-CoV-2 usando, por exemplo, amostra de soro. A
rapidez do teste torna-o uma opcdo ideal para rastrear individuos
infectados (incluindo individuos assinfomaticos), em hospitais, clinicas e
centros de saude, locais de trabalho, aeroportos, portos de entrada,
escolas, em locais de rastreio comunitdrios, em casa, e para pessoas em
viogem, mesmo durante a viagem.

[022]. Para desenvolver o teste point of care, o peptideo de
sequéncia KKGPSKPSKRSFIEDLLF foi modificado com a adicdo de alguns
aminodcidos: Na sequéncia de aminodcidos definida no SEQ ID NO: 1,
tem uma substituicdo na posicdo 1 a 3 pela sequéncia WAGAKRLVLRRE.

[023]. Os aspectos chave do dispositivo biossensor eletroquimico
(imunossensores) sdo o uso de peptfideo (SEQ N°1) usados como

revestimento de funcionalizacdo aplicado ao eletrodo de trabalho do
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dispositivo. Os esquemas gerais do revestimento de funcionalizacdo e
estrutura do eletrodo sdo mostrados nas FIGs 1A-1B. Como mostrado no
FIG. 1A, o substrato (1), que é elefricamente isolante, & revestido na
drea de colocacdo da amostra com uma camada de elementos
sensores (2), tais como nanotubos de carbono, flocos de grafeno. Os
elementos sensores, por sua vez, sdo revestidos com uma ou mais
camadas de peptideos e moléculas bloqueadoras (3). A camada de
nanotubos é entdo revestida com uma ou mais camadas de receptor
da amostra (4), que € exposta ao fluido de amostra bioldgica
depositada na drea de colocacdo da amostra.

[024]. Em um exemplo da funcionalizacdo do eletrodo do
dispositivo, na FIG. 2¢é refratado um processo de fabricacdo do sensor
para SARS-CoV-2 e testes baseados no uso do peptideo (SEQ N°1), no
qual o anticorpo anti-SARS-CoV-2 se ligard. Um substrato é representado
no item 1 da FIG. 2. O substrato pode ser uma camada isolante. Por
exemplo, o substrato pode incluir pldasticos, vidro, polimeros, silicio,
polimida, poliéster, polidimetilsioxano (PDMS), papel, tereftalato de
polietileno, naftalato de polietileno, algoddo, polimetacrilato de metila,
ainda pode ser uma combinacdo deles. No item 2 € adicionado um
substrato condutor que podem incluir grafite, carbono, plating,
prata/cloreto de prata, aluminio, grafeno, chumbo, aco carbono,
niquel, cromo, cobre, prata, tantalo, antimbnio, estanho, tungsténio,
irdio, bismuto, fitGnio, molibdénio, e uma combinacdo deles. Os
nanotubos de grafeno e carbono (de qualquer espessura) podem ser
associados & nanoparticulas e um e em mais reficulados. O grafeno e
nanotubos de carbono podem ser utilizados para a conducdo. Neste
sensor € incluida uma camada onde serd composta dos seguintes
elementos: peptideos representados por 3. Elementos de ligacdo com a
camada condutora representados por 4 que pode incluir nanocoldides
de oxido de grafite (rGO). Um elemento de blogueio de ligacdo ndo
especifico representados por 5 que podem incluir soro bovino fetal

(BSA), caseina, albumina bovina fetal (SBF), gelating, leite em pd sem
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gordura, polietilenoglicol  (PEG), dlcool polivinilico  (PVA), e
polivinilpirrolidona (PVP), e uma combinacdo deles.

[025]. Em alguns aspectos, nesta invencdo pelo menos um tipo de
ligacdo especifico ocorrerd quando o imunossensor for exposto a uma
amostra bioldégica (soro, sangue, saliva e plasma). Esta ligacdo
compreende pelo menos uma regido do peptideo (SEQ N° 1), onde o
meétodo é realizado de forma que essa ligacdo especifica se vincula a
(a) um anticorpo IgG anti-coronavirus; (b) um anficorpo IgManti-
coronavirus; (b) ambos um anticorpo IgG anti-coronavirus € um

anficorpo IgManti-coronavirus.

EXEMPLO 1: Construcdao do imunossensores

[026]. Em relacdo a construcdo do imunossensor, foi realizado
com duas metodologias drop casting e eletrodeposicdo.

[027]. Para a metodologia de eletrodeposicdo, o primeiro passo
foi imobilizar grafeno (Graphene quantum dot - GQD) mediante a
voltametria ciclica (nUmero de ciclos 2-10), para o qual foi depositado 5
até 50 uL de GQD sobre drea do eletrodo de trabalho com variacdo de
voltagem de 0,0 V a -1,5 V. No proximo passo foi feita a adicdo 5 a 50 uL
EDC e NHS (1-10 mMol LT e 10-100 mMol LT, respectivamente) e
incubado por 5 a 170 min em temperatura ambiente. Por Ultimo foi
realizada a imobilizacdo dos peptideos por deposicdo de 2 - 60 uL de
solucdo aquosa (0,01-1,00 mg mL1).

[028]. Na terceira etapa, se avalia a montagem do imunossensor,
constituido pela deposicdo dos diferentes elementos sobre a superficie
do eletrodo, os quais foram analisadas por voltametria ciclica, utilizando
solucdo de Ferri/Ferrocianeto de potdssio (0.5 — 60 mMol L-1) em
tampdo fosfato salino (PBS) pH 7,4. Para isso foi realizada uma varredura
de voltagem entre 0,8 V a -0,5 V. As etapas de construcdo do elefrodo
foram confirmadas pelas variacdes das intensidades de corrente dos

picos catddicos e anddicos entre os voltamogramas (FIG. 3).
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EXEMPLO 2. Avdliacdo do imunossensor usando o Pep 1 (SEQ N°1)

como antigeno

[029]. Para melhorar a capacidade do peptideo em se fixar ao
elefrodo, para o qual um segmento aminoacidico foi adicionado co
peptideo (adaptador) gerando o Pep. 1 (SEQ N°1). O imunossensor foi
construido de acordo com o exemplo 1.

[030]. Para a avaliacdo do imunossensor, a regido do elefrodo de
trabalho dos imunossensores da plataforma foi recoberta com 2-60 L
dos soros diluidos e incubados por 5 a 160 minutos a 4 - 24 °C em
atmosfera  saturada de vapor para evitar  evaporacdo.Os
imunossensores foram avaliados por voltametria ciclica (-0,6 V a 0,8 V,
50 mV s1, 2 - 5 ciclos) e voltametria de pulso diferencial (-0,6 Va 0,8V, 5
mVs1), ambos com uma sonda de Kz[Fe(CN)¢]. imunossensor. Os
resultados obtidos para essas medidas iniciais estdo apresentados na
FIG. 4, a adicdo por drop casting de Pep. 1 (SEQ N°1) e rGO foi indicada
pela diminuicdo do sinal anddico da sonda (lpa) de 15,82 yA para 12,67
WA (Figura 4b), em relacdo ao sensor (SPE), posteriormente BSA ou
caseina (Bloqueio) foi adicionado e incubado a 4°C com atmosfera de
dgua saturada e lavado por imersdo em PBS, foi avaliado pela
diminuicdo do sinal redox da sonda e verificado o aumento de Ret do
imunossensores de 2,71 kQ para SPE a 9,50 kQ apds completar o
procedimento de construcdo do imunossensores (FIG. 5). Por fim, AbS foi
detectado contra Pep. 1 (SEQ N°1), induzihdo a formacdo de
imunocomplexos, que foi avaliado pela diminuicdo do pico da corrente
andédica da sonda apods o tempo de incubacdo (Al =0,83 uA).

[031]. Foirealizado testes de sensibilidade analitica. Para o qual foi
realizada a curva analitica em PBS 0,1 mol L' com diferentes
concentracdes do anticorpo SARS-CoV-2 (AbS), variando de 5,2 ug mL-!
a 0,3 uyg mL! para o imunossensor com o antigno Pep. 1 (SEQ N°1)

acoplado arGO. Os resultados obtidos mostram aumento da variacdo
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da intensidade de corrente obtida enfre o sinal voltamétrico apds a
incubacdo com o bloqueio e com o teste contra AbS (Al), de acordo
com o aumento da concentracdo de AbS. A curva analitica
apresentou resultados eletro-analiticos promissores, com regressdo linear
de r2 = 0,913 e limite de deteccdo de 0,77 uyg mL' como resposta do
ensaio contra o anticorpo (FIG. 5).

[032]. Foi readlizado testes de especificidade analitica, com
anticorpos especificos para outras proteinas, para os quais foram
utilizados anticorpo SARS-CoV-2 Anti-N (AbN) (1,32 uyg mL') e anticorpos
YFV (AbYFV) (1,60 ug mL') e uma mistura de AbS especifico com os
anficorpos inespecificos citados acima (AbMix). Com os resultados
obtidos (FIG. 6), foi verificada a seletividade do imunossensor.

[033]. Partindo dos resultados anteriores (sensibilidade e
especificidade analiticas) foi avaliado os imunossensores com amostras
de soros humanos positivos e de individuos negativos (soros coletados
antes da pandemia Covid-19) em diferentes diluicoes. Com base nos
resultados das amostras testadas e no valor de cut-off obtido (95%) foi
possivel distinguir as respostas de soros positivos e negativos. Portanto, as
amostras com resposta acima de 95% podem ser consideradas
negativas, pois o intervalo de confianca calculado foi de 102 £ 7,4%, e
abaixo desse valor sdo considerados resultados positivos com intervalo
de confianca de 78 £ 6,3% (FIG. 7).

Descricdo das Figuras

[034]. As figuras listadas abaixo representam exemplos de
resultados obtidos nesta invencdo:

[035]. Figura 1 — A FIGURA 1 (representada nos itens A e B)
representa um esquema de construcdo dos imunossensores com oS
diferentes elementos a serem usados nas etapas do processo de
construcdo (1) Suporte do sensor; (2) Elementos sensores; (3) camada
de revestimento para especificidade do imunossensores; (4), drea de

insercdo da amostra.
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[036]. Figura 2 - Demonstra o esquema de construcdo do
imunossensor. (1) Suporte do sensor, (2) Elementos sensores, (3) Antigeno
Peptideo SEQ. No.1, (4) Elementos de ligacdo peptideo com sensor, (5)
moléculas de blogueio.

[037]. Figura 3 — Na FIG. 3, sGo representados os voltamogramas
de desenvolvimento do imunossensores.

[038]. Na FIG: 4. O item a) representa os CVs obtidos para cada
etapa da constru¢cdo do imunossensor com o Pep. 1 (SEQ. N°1), com 0,1
- 10,0 mmol L' de Ks[Fe(CN)¢] em PBS 0,1 a 1,0 mol L't a 50 mV s-1. b)
Dados resumidos obtidos do pico de corrente anddica (lpa) da sonda
para cada etapa de construgcdo do sensor (n=3, £SD).

[039]. Na FIG: 5. E dada a curva andlitica obtida para o
imunossensor com Pep. 1 (SEQ. N°1) afravés da intensidade do pico de
corrente da sonda vs concentracdo de AbS (n = 3, +SD), em PBS 0,1-1,0
mol L', pH 7,4 e ulilizando como sonda 0,1 a 10,0 mmol L' de
(Ks[Fe(CN)¢]).

[040]. Na FIG: 6. SGo dados de DPV resumidos para teste de

selefividade dos imunossensores com Pep. 1 (SEQ. N°1) contra
anticorpos de YFV, AbN SARS-CoV-2 e uma mistura com AbS, YFV e AbN
(n=3,+£SD).

[041]. Na FIG: 7. EstGo os dados resumidos de DPV para ensaios

com soro humano negativo e positivo (n = 3, £ SD) para COVID-19.
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Reivindicagoes

l. PEPTIDEO artificial de SARS-CoV-2 caracterizado por consistir a sequéncia

que consiste em SEQ. ID. NO.1.
2. PEPTIDEO artificial de SARS-CoV-2, de acordo com as reivindicacdes 1 e 2,

caracterizado por constituir o anfigeno a ser usado em elefrodos para teste

imunoeletroquimico para diagndéstico de COVID-19.

3. PEPTIDEO artificial, de acordo com as reivindicacdes 1 e 2, caracterizado

por ser antigeno especifico de captura de anticorpos (Ig totais, IgA, IgM e IgG)
ANTI SARS-Cov-2, usado na construcdo do imunossensor.
4. IMUNOSSENSOR PARA DETECCAQO ELETROQUIMICA de anticorpos contra

SARS-Cov-2 caracterizado por compreender:

(a) eletrodo podendo ser de grafite com nanotubos de carbono ou
nanoparticulas de ouro;

(b) matericis nanotecnoldgicos como pldsticos, vidro, polimeros, silicio,
poliamida, poliéster, polidimetilsioxano (PDMS), papel, tereftalato de polietileno,
naftalato de polietileno, algoddo, polimetacrilato de metila, individualmente ou
em combinacdo;

(c) antigeno imobilizado (Peptideo SEQ. ID. NO. 1) no imunossensor €;

(d) sonda de K3[Fe(CN)¢].

5. METODO DE PREPARACAO DE IMUNOSSENSOR, conforme definido na

reivindicacdo 4, caracterizado por dispersdo de oxido de grafeno reduzido

(rGO) em agua utilizando 100 mL (0,030 a 0,1 mg mL-), sob aguecimento (85-100
°C) em banho de d6leo; dispersdo de um volume de 10-100 uL de uma solugcdo
previamente preparada de dicloridrato de hidrazina (N2H4-2HCI) de 1 a 4 mol L-
e 10 a 100 uL de uma solucdo aquosa de hidroxido de amodnio (NH4OH) de 10
a 40%; agitacdo a 85 a 100 °C durante 0,5 a 2 h; sonicacdo em banho de
ultrassons de 5 a 40 min para dispersar os sélidos formados na interface ar-liquido
durante o processo de reducdo.

6. KIT PARA TESTE IMUNOELETROQUIMICO para diagnéstico de COVID-19,

caracterizado por conter o peptideo (SEQ. ID. NO. 1) na concentracdo de 80
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ng/mL a 5,2 mg/mL, ligado a um suporte sélido como rGO; e controles positivos

e conftroles negativos.
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FIGURAS

FIG.1
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FIG. 2
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FIG. 4
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FIG. 5
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FIG. 6
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