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BIOSSENSOR OPTICO PARA A DETECCAO DE ViRUS UTILIZANDO
POLIMEROS CONJUGADOS

Campo da invencdo
[001] A presente invencdo trata de um dispositivo éptico para o
sensoriamento de virus através amostras bioldgicas utilizando polimeros
conjugados como fransdutor. O sensor em questdo detecta a ligacdo do
antigeno com o anticorpo através da interacdo desses compostos com
o polimero conjugado, resultando em um sinal dptico. Esses materiais sGo
depositados em um substrato com posterior secagem em temperatura e

pressdo ambientes.

Historico da Invencao

[002] As infeccdes virais tem causado grande impacto na
sociedade por meio de seus efeitos na salde publica. Todos os anos,
milhares de pessoas em todo o mundo morrem como resultado de
infeccdes que abrange uma ampla gama de virus. Os virus sdo capazes
de se espalhar rapidamente por meios naturais, e se transformarem em
uma pandemia semelhante d gripe espanhola em 1988, que matou mais
de 50 milhdes de pessoas ou até mesmo na atual pandemia do novo
corona virus SARS-CoV2, que tem matado milhares de pessoas a cada
dia. Devido aisso, a deteccdo precoce de doencas infecciosas virais tem
sido determinante nos Ultimos anos, levando ao desenvolvimento de
novos sensores capazes de detectar os virus de uma forma rdpida e
precisa [1,2].

[003] O primeiro imunodetector, chamado radioimunoensaio (RIA),
foi desenvolvido pelos médicos Rosalyn Sussman Yalow e Solomon Berson,
rendendo a Rosalyn um Prémio Nobel no ano de 1977. Esse teste utilizava

marcadores radioativos que eram capazes de indicar a presenca do
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antigeno ou anticorpo procurado na amostra. Todavia, por ufilizar
marcadores radioativos, a técnica apresentava sérios riscos para a salde
dos pacientes. Com isso, iniciou-se pesquisas a fim de desenvolver
técnicas que utilizavam marcadores ndo radioativos, dando inicio ao
desenvolvimento do método ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) [3].

[004] O Teste ELISA € um método convencional de diagndstico de
vdrias doencas que induzem a producdo de imunoglobilinas, entre
outras. Descrito originalmente por Engvall e Perimann (1971), o método
permite a andlise de amostras de proteinas imobilizadas em pocos de
microplacas utilizando anticorpos especificos. Neste teste, € necessdrio
fixar o antigeno a uma superficie sélida, e entdo ligar ao antigeno um
anticorpo ligado a um marcador enzimdtico. A deteccdo se completa
ao analisar a presenca do marcador depois de lavar 0s pocos, que - No
caso da deteccdo enzimdtica - vai mudar a coloracdo do substrato
cromogénico adicionado a placa de teste [4].

[005] Apesar dos avancos, os métodos convencionais sdo
procedimentos laboriosos e demorados, confinados a laboratérios
especializados com insfrumentacdo de leitura cara. Nas Ultimas
décadas, a tecnologia de biossensores surgiu como um principio
alternativo de deteccdo poderosa e versatil, como o potencial para
superar muitas das deficiéncias dos métodos tradicionais, principalmente
devido a velocidade de andlise e simplicidade de operacdo [5].

[006] Biossensores compreendem um elemento de
reconhecimento bioldgico necessdrios para a interacdo especifica com
o anadlitico alvo, em interface com um transdutor fisico-quimico para
converter a interacdo bioldgica em um sinal mensuravel [6-9].

[007] Dentro da classe de biossensores, € possivel destacar os
biossensores dpticos, que sdo baseados na medicdo de luz absorvida ou

emitida como consequéncia de uma reacdo bioguimica. Eles sdo
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capazes de detectar ligacdes especificas entre analitos, como com
outras tecnologias de deteccdo, mas fazem isso sem a necessidade de
conexdo elétrica direta, fornecendo uma técnica altamente eficaz para
a deteccdo sensivel, seletiva e quase imediata de uma vasta gama de
analitos [10-13].

[008] Dois dos formatos de biossensores 6pticos mais populares sdo
baseados em fibras épticas e superficies de ressonéncia de plasma de
superficie (SPR). As fibras opticas dependem da reflexdo interna total da
luz e da caracterizacdo de uma superficie pela diferenca no dngulo de
incidéncia da luz refletida na modificacdo da superficie do sensor [14].

[009] Os biossensores disponiveis comercialmente, utilizam o SPR,
sA0, o sistema BlIAcore™ e os instrumentos do Texas Spreeta™. No entanto,
a desvantagem desses equipamentos € que as mdquinas apresentam
um valor elevado.

[010] Dentro do contexto de biossensores, também & possivel
destacar a utilizacdo de polimeros conjugados, utilizados como
transdutores. Devido a suas inUmeras caracteristicas, como alta
condutividade elétrica, fransicoes opticas de baixa energia, baixo
potencial de ionizacdo, alta afinidade eletréonica, boa estabilidade e
biocompatibilidade, os polimeros conjugados s¢o capazes de agir como
uma matriz adequada para imobilizacdo de biomoléculas e facilitar a
transferéncia de elétrons em reacoes redox ou enzimdticas, sendo essa,
um processo chave para o desenvolvimento de novos biossensores [15-
17].

[011] A literatura cientifica e as patentes registradas apresentam
biossensores 6pticos como o invento BR 10 2018 068722 0 que se tratar de
um biossensor Optico a ser utfilizado na deteccdo rdpida de
microrganismos, cujo principio de funcionamento baseia-se na
propriedade optica de fotfoluminescéncia de microrganismos € no uso de

peptideos antimicrobianos (ou PAMs) que servem para uma dupla
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confirmacdo da presenca dos microrganismos, € também o invento
US2020116734A1 que utiliza duas camadas de polimeros onde a primeira
camada € constituida também de anticorpos compostos, e a segunda
camada tem uma estrutura de cristal fotbnico opala inversa, onde
nanoparticulas de ouro e o0s segundos anticorpos sdo distribuidos. Pelo
menos um dos anficorpos compostos, um antigeno e pelo menos um dos
segundos anficorpos formam um complexo na segunda camada de
polimero e uma concentracdo de antfigeno é obtida por uma
intensidade de fluorescéncia, um grau de desvio para o vermelho ou
uma mudanca em um visual cor do biossensor.

[012] Apesar dessas invencdes descreverem biossensores Opticos,

nenhuma delas relata o presente pedido de patente.

Descricdo detalhada da Invencdo

[013] A invencdo trata de um dispositivo capaz de detectar virus
utilizando polimeros conjugados como material sensor através da
caracterizacdo optica.

[014] Nessa invencdo, foi utilizado o polimero conjugado F8T2,
solubilizado em o-diclorobenzeno em uma concentracdo de 4 mg/ml.
Apods a solubilizacdo do material, o mesmo foi depositado por spin
coating em um substrato de vidro previomente limpo, submetido a
tratamento térmico de 100 °C.

[015] A fim de detectar o virus SARS-CoV2, sobre esse filme, foi
depositado por drop cast, 100 pl do antigeno referente ao virus, 100 pl do
blogueador de superficies BSA e 100 pyl do anticorpo referente a
deteccdo do virus, conforme apresentado na Figura 1. Cada camada foi
seca sob temperatura e pressdo ambiente.

[016] Antes de cada deposicdo os filmes foram mergulhados em

dgua destilada e deixado secar sob temperatura e pressdo ambiente.
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[017] A caracterizacdo Optica foi feita utilizando um fluorimetro. Os
filmes foram excitados em 450 nm, e os espectros de fotoluminescéncia

séo apresentados na Figura 2.

Citacdo de Figuras
[018] A Figura 1 apresenta um esquema da montagem do sensor

dptico, onde as camadas sdo constituidas de vidro, F8T2, proteina, BSA,
anticorpo

[019] A Figura 2 apresenta os espectros de fotoluminescéncia da
amostra com o polimero F8T2 (curva preta); da amostra com o
F8T2+proteina+BSA+anticorpo (curva vermelha); e da amostra com o
F8T2+BSA+anticorpo (curva azul). E possivel notar uma ampliacdo no
espectro de fotoluminescéncia na regido de 600-650 nm quando hd
inferacdo da proteina com o anticorpo (curva vermelha). O mesmo ndo

acontece na amostra que ndo é adicionado a proteina (curva azul).
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REIVINDICACOES

1. BIOSSENSOR OPTICO PARA A DETECCAO DE VIRUS SARS-CoV2
caracterizado por utilizar um filme fino do polimero conjugado poli
[(2,9-di-noctilfluorenil-2,7-di-il)-alt-2,2'-bitiofeno-5,5'-diilo] (F8T2)

depositado sobre um substrato de vidro e utilizado como material
sensor por meio da modificacdo de seu espectro de
fotoluminescéncia e, depositadas sobre esse fime, uma camada
do antigeno referente ao referido virus, uma camada do
blogueador de superficies albumina sérica bovina (BSA) e uma

camada do anticorpo referente a deteccdo do referido virus.

2. BIOSSENSOR OPTICO PARA A DETECCAO DE VIRUS SARS-CoV2, de

acordo com areivindicacdo 1, caracterizado por utilizar o polimero

conjugado F8T2, solubilizado em o-diclorobenzeno com uma
concentracdo de 4 mg/ml, depositado por spin coating em um

substrato de vidro e submetido a um tratamento térmico de 100 °C.

3. BIOSSENSOR OPTICO PARA A DETECCAO DE VIRUS SARS-CoV2, de

acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por utilizar um filme

fino do polimero conjugado F8T2 e sobre esse filme, depositado por
drop cast, 100 yl do antigeno referente ao virus, 100 pl do
blogueador de superficies BSA e 100 ul do anticorpo referente a

deteccdo do virus.

4. BIOSSENSOR OPTICO PARA A DETECCAO DE VIRUS SARS-CoV2 de

acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por detectar a

presenca do referido virus através da ampliacdo do espectro de
fotoluminescéncia do F8T2, na regido de 600-650 nm com

excitacdo em 450 nm.
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FIGURAS

Figura 1
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