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DESENVOLVIMENTO DE SISTEMA DE DIAGNOSTICO DE FLAVIVIRUS
UTILIZANDO NANOBASTOES DE OURO

Campo da invencéo

[001] A invencdo propGe desenvolvimento de um sistema de diagnostico de dengue,
zika e febre amarela utilizando nanobastdes de ouro para aplica¢do na inddstria de kits de
diagnostico.

Estado da técnica

[002] A nanotecnologia tem sido amplamente utilizada na biotecnologia
principalmente devido ao fato de que as nanoparticulas se assemelham em tamanho a
varias biomoléculas comuns e este tamanho é controlado com precisdo durante a sintese
das mesmas. Além disso, é possivel controlar a forma das particulas, como nanoesferas,
nanocristais, nanoconchas e nanobastfes, e fazer modificagdes na camada superficial para
atingir uma melhor solubilidade aquosa bem como biocompatibilidade (WEST, J. L. e
HALAS, N. J. 2000. Applications of nanotechnology to biotechnology. Current Opinion in
Biotechnology, v.11, p.215-217). A nanobiotecnologia poderia entdo, ser amplamente
utilizada na medicina, produtos farmacéuticos, diagnostico e processos industriais e
agricultura (HULLMANN, A. 2007. Measuring and assessing the development of
nanotechnology. Scientometrics, v.70, p.739-758).

[003] Nanoparticulas de ouro (AuNRs) sdo as nanoparticulas metalicas mais
estdveis que se tem conhecimento (DANIEL, M.C.; ASTRUC, D. 2004. Gold
nanoparticles: assembly, supramolecular chemistry, quantum-size-related properties, and
applications toward biology, catalysis, and nanotechnology. Chemical reviews, v.104,
p.293-346.) e possuem propriedades, incluindo propriedades O&pticas, magnéticas,
eletronicas e estruturais, que propiciam sua utilizagdo em muitas aplicagBes biologicas.
(PISSUWAN, D.; VALENZUELA, S. e CORTIE, M. B. 2008. Prospects for gold nanorod
particles in diagnostic and therapeutic applications. Biotechnology & genetic engineering
reviews, v.25, p.93-112). A utilizacdo destas nanoparticulas poderia facilmente tornar-se a
proxima geracdo de ferramentas de diagndstico, uma vez que elas mostram grande

sensibilidade e especificidade que podem substituir os metodos moleculares convencionais,
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tais como PCR (LIZ-MARZAN, L. M. 2006.Tailoring Surface Plasmons Through the
Morphology and Assembly of Metal Nanoparticles. Langmuir, v. 22, n. 1, p. 32-41).

[004] Existem varios métodos para sintese de AuUNRs com estruturas diferentes e
apesar do material original ser de alto custo, é geralmente utilizado em concentracdes
muito baixas e se tornam econdmicos. (WILSON, R. 2008. The use of gold nanoparticles
in diagnostics and detection. Chemical Society reviews, v.37, p.2028-2045). As particulas
com forma esférica (nanoesferas) e em forma de bastdo (nanobastbes, AuNRs ou
“nanorods”) sd0 as mais estudadas para aplicacdes biologicas. Existem duas abordagens
gerais para a sintese de nanobastdes — mediadas por semente e crescimento sem sementes.
O primeiro relato de nanobastdes sintetizados com qualidade utilizou uma abordagem
eletroquimica que foi precursora do processo mediado por sementes, inicialmente descrito
por Murphy e colaboradores. em 2001 (VIGDERMAN, L.; KHANAL, B. P. e ZUBAREV,
E. R. 2012. Functional gold nanorods: synthesis, self-assembly, and sensing applications.
Advanced materials (Deerfield Beach, Fla., v.24, p.4811-41).

[005] As nanoparticulas sdo estaveis por longos periodos e podem ser
funcionalizadas com varios tipos de moléculas e biomoléculas e serem redissolvidas em
solventes organicos comuns sem sofrerem agregacdo irreversivel (DANIEL, M.C;
ASTRUC, D. 2004. Gold nanoparticles: assembly, supramolecular chemistry, quantum-
size-related properties, and applications toward biology, catalysis, and nanotechnology.
Chemical reviews, v.104, p.293-346). E depois, podem ser utilizadas em uma gama de
aplicacdes bioldgicas e biomédicas, dentre elas biosensoriamento, entrega de genes e
drogas, diagnosticos e terapia fototérmica (HUANG, X.; NERETINA, S.; EL-SAYED, M.
A. 2009. Gold nanorods: from synthesis and properties to biological and biomedical
applications. Advanced Materials, v.21, p.4880-4910).

[006] Segundo EI-Sayed e colaboradores em 2009, a funcionalizacdo de
biomoléculas em nanobastdes de ouro pode ser realizada por quatro diferentes métodos.
Sdao eles: adsorgdo eletrostatica, interacdo direta de ligante, revestimento de superficie e 0
uso de um ligante biofuncional (HUANG, X.; NERETINA, S.; EL-SAYED, M. A. 2009.
Gold nanorods: from synthesis and properties to biological and biomedical applications.
Advanced Materials, v.21, p.4880-4910). Na adsorcdo eletrostatica, proteinas, por

exemplo, séo carregadas negativamente e colocadas em um pH abaixo de seu ponto
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isoelétrico, assim ocorre uma atracdo eletrostatica entre a superficie do ouro e a proteina e
entdo, a consequente adsorcdo. Esta é uma abordagem simples, pois ndo requer reacao
quimica. Ja na interacdo direta de ligante, parte do CTAB é retirada e moléculas se ligam
diretamente ao ouro. Uma forma para que isso aconteca é adicionar um grupo tiol (-SH)
em uma extremidade destas moléculas (Lipideos e DNA), uma vez que a ligacdo metal-
enxofre é muito forte (AUBIN-TAM, M-E; HAMAD-SCHIFFERLI, K.2008. Structure
and function of nanoparticle-protein conjugates. Biomedical materials (Bristol, England),
v. 3, p.034001).

[007] Uma terceira metodologia seria funcionalizar nanobastdes com moléculas
poliméricas ou ndo que reagem naturalmente com biomoléculas especificas por adsorcéao
eletrostatica. E por ultimo, a utilizacdo de uma molécula biofuncional é realizada
principalmente para moléculas, como proteinas e anticorpos, em que ndo é possivel
acrescentar um grupo tiol para a ligacdo direta na nanoparticula. Nesta abordagem hé a
ligagdo covalente da biomolécula ao ligante anteriormente ligado a nanoparticula. Vérias
moléculas podem ser utilizadas como ligantes e devem ser selecionadas de acordo com a
biomolécula a ser funcionalizada, uma vez que uma extremidade do ligante se liga a
AuNRs, geralmente por um grupo tiol, e a outra a biomolécula. Portanto, a extremidade
que ndo interage com a nanoparticula deve ser compativel com a porcéo a ser ligada da
molécula bioldgica para que a mesma ndo perca sua atividade ou especificidade com
antigenos, por exemplo (AUBIN-TAM, M-E; HAMAD-SCHIFFERLI, K.2008. Structure
and function of nanoparticle-protein conjugates. Biomedical materials (Bristol, England),
v. 3, p.034001).

[008] Com a ressonancia de plasmon de superficie das nanoparticulas € possivel
monitorar a adsorcdo de moléculas pequenas (JUNG, L. S.; CAMPBELL, C. T,
CHINOWSKY, T. M.; et al. 1998. Quantitative Interpretation of the Response of Surface
Plasmon Resonance Sensors to Adsorbed Films. Langmuir, v.14, p.5636-5648), ligacao
receptor-ligante, ligacdo de antigenos a anticorpos, interacdo DNA-proteina (REY, B. L.;
JORDAN, C. E.; KOMGUTH, S.; et al. 1995. Control of the specific adsorption of
proteins onto gold surfaces with poly( I-lysine) monolayers. Anal. Chem., v.67, p.4452—
4457) e entdo, utilizar destas abordagens para o desenvolvimento de sistemas de
biosensoramento (HALL, D. 2001. Use of optical biosensors for the study of
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mechanistically concerted surface adsorption processes. Analytical biochemistry, v.288,
p.109-25).

[009] Tecnicas de deteccdo foram aperfeicoadas ao longo do tempo devido a
necessidade de um diagnostico rapido e que pudesse ser empregado na rotina de
laboratério de todo o mundo. Varios métodos de detecgdo por biosensoriamento ja foram
desenvolvidos, dentre eles os mais utilizados e que sdo baseados em marcadores séo
fluorescéncia, quimiluminescéncia e radioatividade. Entretanto, estas metodologias ainda
possuem um alto custo e necessitam de treinamento especializado. Por isso, 0s
biossensores livres de marcadores deverdo se tornar os mais estudados e utilizados por
serem de facil manipulacdo, maior sensibilidade e estabilidade e serem passiveis de
miniaturizacdo (SANG, S.; WANG, Y.; FENG, Q.; et al. 2015. Progress of new label-free
techniques for biosensors: a review. Critical Reviews in Biotechnology, v.00, p.1-17).

[010] Um dos principais desafios enfrentados no desenvolvimento de sensores
bioanaliticos é melhorar a eficiéncia e sensibilidade, pelas quais biomoléculas de baixa
massa molecular sdo detectadas em baixas concentragdes em um fluido bioldgico
complexo. O sinal do sensor é geralmente proporcional a cobertura da superficie, o que
tipicamente é diretamente dependente da afinidade da interacdo e concentracdo de grandes
quantidades de moléculas alvo. Portanto, é fundamental que 0s sensores sejam
suficientemente sensiveis para detectar a baixa cobertura de biomoléculas alvo adsorvidas
(proteinas, peptideos, DNA e RNA) dentro de um curto prazo e pequenos volumes de
amostras (REIMHULT, E. e HOOK, F. 2015. Design of surface modifications for
nanoscale sensor applications. Sensors, v.15, p.1635-1675). Uma alternativa para isso seria
0 desenvolvimento de sensores baseados em propriedades fisico-quimicas de
nanometais.Nanoparticulas em formato esférico apresentam uma banda de ressonancia de
plasmon (SPR) na regido do visivel muito forte, se comparado com outras formas e
materiais (CREIGHTON, J. A.; EADON, D. G. 1991. Ultraviolet-visible absorption
spectra of the colloidal metallic elements. Journal of the Chemical Society, Faraday
Transactions, v.87, p.3881). Ja nas particulas com formato de bastdo, devido a anisotropia
da forma, a oscilacdo pode ocorrer em dois sentidos, dependendo da polarizacao da luz
incidente, eixos curtos e eixos longos. O eixo curto induz uma banda de absor¢do no
comprimento de onda semelhante ao das nanoesferas e é denominada como banda
transversal (HUANG, X.; EL-SAYED, M. A. 2010. Gold nanoparticles: optical properties
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and implementations in cancer diagnosis and photothermal therapy. Journal of Advanced
Research, v.1, p.13-28).

[011] A SPR é considerada uma das ferramentas mais importantes de
biosensoriamento, uma vez que com ela é possivel transformar a informacdo de
reconhecimento bioldgico em sinais de deslocamento de comprimento de onda de forma
precisa, sensivel e em tempo real (ZHAO, Q.; DUAN, R.; YUAN, J.; et al. 2014 A
reusable localized surface plasmon resonance biosensor for quantitative detection of serum
squamous cell carcinoma antigen in cervical cancer patients based on silver nanoparticles
array. International journal of nanomedicine, v.9, p.1097-104). Um estudo realizado em
2014 demonstrou que o método de biosensoriamento por SPR é melhor que outros
sensores Opticos. Isso porque nele é possivel analisar a interacdo das moléculas
funcionalizadas no ouro com moléculas em solucdo sem que seja necessario qualquer tipo
de marcacdo molecular, além de reduzir tempo de analise e preparo das amostras
(OLARU, A.; BALA, C.; JAFFREZIC-RENAULT, N.; et al. 2015. Surface plasmon
resonance (spr) biosensors in pharmaceutical analysis. Critical Reviews in Analytical
Chemistry, n. February 2015, p. 00-00, 2015).

[012] Uma importante propriedade unica do ouro é a forte ressonancia de plasmon,
com isso as nanoparticulas de ouro se tornam excelente alternativa para o
biosensoriamento (ZHAO, Q.; DUAN, R.; YUAN, J.; et al. 2014 A reusable localized
surface plasmon resonance biosensor for quantitative detection of serum squamous cell
carcinoma antigen in cervical cancer patients based on silver nanoparticles array.
International journal of nanomedicine, v.9, p.1097-104). Além disso, as nanoparticulas séo
facilmente funcionalizadas com moléculas de reconhecimento (como anticorpos,
antigenos, oligonucleotideos, etc.) por métodos que levam a conjugados altamente estaveis
(WILSON, R. 2008. The use of gold nanoparticles in diagnostics and detection. Chemical
Society reviews, v.37, p.2028-2045). Uma das varias aplicacdes de biossensores é baseada
na alteracdo do comprimento de onda devido a mudancas nas propriedades dielétricas das
particulas (SPR) resultante da ligacdo de moléculas bioldgicas, tais como anticorpos, a
nanoparticulas de ouro (NATH, N. E CHILKOTI, A. 2004. Label free colorimetric
biosensing using nanoparticles. Journal of Fluorescence, v.14, p.377-389).
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[013] Muitos biossensores baseados em SPR ja foram estudados e desenvolvidos
para a detec¢do de vérias doengas, como por exemplo, a detecgdo da Sindrome da mancha
branca em crustaceos utilizando DNA funcionalizado as AuNRs e até mesmo de deteccao
de DENV através da ligacdo de DNAzyme as AuNRs (CARTER, J. R.; BALARAMAN,
V.; KUCHARKI, C. A; FRASER, T. S. E FRASER, M. J. 2013. A novel dengue virus
detection method that couples DNAzyme and gold nanoparticle approaches. Virology
journal, v. 10, p. 201). Em 2011 um estudo desenvolveu um imunossensor promissor capaz
de detectar o antigeno carcinoembrionario que € biomarcador de cancer (ALTINTAS, Z.;
ULUDAG, Y.; GURBUZ, Y. E TOTHILL, E. I. 2011. Surface plasmon resonance based
immunosensor for the detection of the cancer biomarker carcinoembryonic antigen.
Talanta, v. 86, p. 377-83).

[014] Os imunossensores sdo baseados em anticorpos policlonais ou monoclonais,
que sdo geralmente utilizados em ensaios imunolégicos, pois sdo capazes de identificar e
até quantificar proteinas especificas em solugdes repletas de outras proteinas, componentes
celulares, entre outros. A partir disso, também podem ser utilizados na identificacdo de
doencas (CRUZ, H. J.; ROSA, C. C.; OLIVA, A. G. 2002. Immunosensors for diagnostic
applications. Parasitology Research, v.88, p.4—7) como biossensores baseados na detecgédo
da interacdo especifica de anticorpos com antigenos (HAMMOCK, M.P. M.; GEE, S.;
BRUCE, D. 1995. Immunochemical techniques for environmental analysis. Trends in
analytical chemistry, v.14, p.341-350). E o principal motivo de se utilizar imunorreacdes €
pelo fato de serem altamente sensiveis e seletivas (PRICE, C P. 1998. Progress in
immunoassay technology. Clinical chemistry and laboratory medicine : CCLM / FESCC,
v.36, p.341-347).

[015] Portanto, uma tecnologia de biossensor acoplada com o uso de nanoparticulas
metéalicas oferece beneficios comparados aos métodos tradicionais com relagdo ao tempo
de andlise, sensibilidade e simplicidade de manipulacdo. A partir disso, este trabalho
propde desenvolver e analisar a eficAcia de metodologias de funcionalizagdo de
nanoparticulas de ouro com anticorpos especificos anti-DENV e anti-flavivirus (Zika virus

e Febra amarela virus) e a ligacdo dos mesmos aos antigenos.

[016] Apesar de algumas técnicas apresentadas até o momento fazerem uso de

ouro, ndo implica que se trata do mesmo processo, pois, 0 ouro ha muito tempo é utilizado
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em reacOes colorimétricas em teste de ELISA lateral, como por exemplo, o teste de
gravidez, em que particulas de ouro ligadas a antigenos e anticorpos sdo depositadas em
uma matriz, tal como nitrocelulose, e se deslocar junto com um fluxo liquido
(cromatografia) até se posicionares junto a marcadores onde ocorre uma aglomeracéao

destas particulas gerando uma alterag&o visual.

[017] Além disso, alguns trabalhos ja patenteados (Método de detecgdo precoce de
uma infeccdo flaviviral, Kit de diagndstico precoce, processo de purificacdo da proteina
NS1 de um Flavivirus composi¢doimunogenese, utilizacdo da proteina NS1, de pelo menos
um anticorpo monoclonal anti-NS1, e, processo de expressdo de um polinucleotideo
codificado para a proteina NS1 de uma virus da Dengue — P10011369-7A; Virus, cDNA do
virus, polipeptideo recombinante do virus, anticorpo monoclonal, vetor de expressao,
vacina, método e kit de diagnostico dengue — Pl 0300962-9A; Use of recombinant
envelope proteins for diagnosing the Dengue virus — PCT/FR98/01537; Methods and
materials for the detection of Dengue virus infection — US 2013/0164734 Al; Nanobastdes
de ouro funcionalizados, uso e Kit para imunodiagnostico de Dengue) visam a
identificacdo da proteina NS1, genoma viral e até mesmo de anticorpos (IgG e IgM)
produzidos pelo hospedeiro em uma resposta imune contra 0 DENV e demais Flavivirus.
Entretanto, neste trabalho propusemos a deteccdo direta de particulas virais integras e ndo
de componentes da particula viral soliveis como acido nucleico (genoma viral), proteinas

ndo estruturais (como a NS1) ou de anticorpos gerados contra 0s virus.

[018] No método proposto, portanto, utilizamos nanoparticulas de ouro
funcionalizadas com anticorpos monoclonais especificos para DENV e para demais
Flavivirus para avaliar o perfil de ressonancia plasménica em uma solucdo contendo
nanoparticulas em suspensdao e ndo depositadas em uma matriz. Dessa forma, esta
proposta, em comparacdo com os métodos de diagnostico para tais virus ja disponiveis no
mercado, possui vantagens por ser mais rapido, sensivel e especifico para a deteccdo direta
de DENV e de Flavivirus.

Solucéo do Problema

[019] A dengue, causada pelo Dengue virus (DENV) do género Flavivirus, bem

como enferrmidades causadas por outros virus também do género Flavivirus a saber, Zika
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virus e Febre amarela virus, sdo conhecidas como as arboviroses mais importante da
atualidade, colocando aproximadamente metade da populacdo mundial em areas de risco
iminente de transmissdo. Além disso, a transmissdo dos diferentes sorotipos do DENV
dificulta o desenvolvimento de vacinas e pode ocasionar manifestacdes clinicas que variam
de infeccéo assintomética até casos graves e potencialmente fatais. Uma forma de evitar a
morbidade e mortalidade causadas seria o controle do vetor e diagndstico precoce e
especifico, que se tornam ainda mais necessarios devido a transmissdo de Dengue, Zika,
Febre amarela e ainda, Febre Chikungunia ocorrer pelo mosquito vetor e serem doencas de
sintomatologia semelhante.

[020] O diagnostico definitivo da infecgdo por Flavivirus depende do isolamento
viral, da deteccdo de antigenos virais ou RNA em soro ou tecidos, ou da deteccdo de
anticorpos especificos no soro dos pacientes. Destes, os métodos imunoenzimaticos
frequentes na rotina clinica para se confirmar uma infecgdo recente pelo DENV, Zika virus
e Febre amarela virus, principalmente em razdo de sua alta sensibilidade e rapidez. Porém,
métodos soroldgicos apresentam limitacGes: dependem do fim do periodo da resposta
imunoldgica para que o diagndstico seja concluido e apresentam sensibilidade diminuida
em relacdo a possibilidade de identificacdo do sorotipo infectante, j& que ocorrem reacdes
cruzadas entre os diferentes sorotipos do DENV e mesmo entre flavivirus diferentes. Além
disso, para amostras de mosquitos a deteccdo viral é possivel apenas com biologia
molecular, isolamento de virus em cultura e testes em validacdo baseados em
cromatografia ou ELISA lateral.

[021] Portanto, uma tecnologia de biossensor acoplada com o uso de nanoparticulas
metalicas oferece beneficios comparados aos métodos tradicionais com relagdo ao tempo
de andlise, sensibilidade e simplicidade de manipulacdo. A partir disso, este trabalho
desenvolveu e analisou a eficacia de metodologias de funcionalizagdo de nanobastdes de
ouro com anticorpos especificos anti-DENV e anti-flavivirus e a ligacdo dos mesmos aos
antigenos. Logo, podera ser implementado um novo método de diagnostico de baixo custo
de producdo e ser ainda mais rapido, preciso e pratico que as técnicas ja existentes. E ainda

contribuir para estudos de vigilancia da virologia em mosquitos.
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Sumario da Invencéo

[022] O pedido de patente propbe detecgdo direta de particulas virais de Dengue
virus, Zika virus e Febre amarela virus (e ndo o RNA, NS1 ou de anticorpos), com
utilizacdo de nanoparticulas de ouro funcionalizadas com anticorpos monoclonais

especificos anti-denv e anti-flavivirus.
Descricédo detalhada da invencéo

[023] Os nanobastbes de ouro foram sintetizados por método mediado por semente.
Nesta sintese foi utilizado acido cloroaurico (HAuCl4) 0,1mM e brometo de cetil-trimetil-
amonio (CTAB) sob agitacdo por 1 hora em banho térmico a 40°C para a formacgdo das
primeiras particulas. Entdo, foi adicionada uma solucéo de crescimento, contendo 0,2M de
acido cloroaurico e CTAB, e 0,2M de &cido ascorbico até que houvesse a mudanca de cor
da solucdo de dourado para transparente. Ap6s, uma solucdo de nitrato de prata (AgNO3)
em banho térmico a 30°C por até 48 horas, controlando assim o tamanho de crescimento
dos nanobastdes. Por fim, os nanobastdes foram purificados, retirando o excesso de CTAB
por centrifugacdo a 5600 g por 15 minutos, e caracterizados por microscopia.

[024] Biomoléculas foram funcionalizadas em nanoparticulas de ouro por
intermédio de reagentes ligantes como polietilenoimina. Isso deve ser realizado para que o
grupo amina (-NH,) da extremidade livre do ligante se ligue covalentemente ao grupo
carboxila (-COOH) da porgdo C-terminal do anticorpo. Para que ocorra a ligacdo dos
radicais carboxilas com os aminas é necessario uma reacdo de amidacdo por diimida. Por
isso, é utilizado cloridrato de N-etil-N’-(3-dimetil-aminopropil)carbodiimida (EDAC)
como agente acoplante e N-hidroxisuccinimida (NHS) como agente estabilizante, o qual
converte os acidos carboxilicos em ésteres ativos, que em seguida interagem com 0s
grupos amina dos reagentes ligantes.

[025] Para que fosse possivel a funcionalizagdo dos anticorpos foi realizada a
ligagdo de polietilenoimina ((C,HsN),), 0 qual é capaz de mediar a ligacdo eletrostatica
nanobastdo-anticorpo devido aos varios grupos amina reativos (ZAPP, E.; WESTPHAL,
E.; GALLARDO, H.; et al. 2014. Liquid crystal and gold nanoparticles applied to
electrochemical immunosensor for cardiac biomarker. Biosensors & bioelectronics, v.59,
p.127-33.). Para isso, foi previamente definido a concentracdo de 0,3% de PEI a ser

utilizada (FIGURA 1) e entéo, 250 pL de solucdo de nanoparticulas foram centrifugados a
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4000g por 10 minutos e ressuspendidos em 250 pL de polietilenoimina e incubados a
temperatura ambiente por ultrasonica¢do por 30 minutos, para desestabilizacdo do CTAB
presente na superficie das nanoparticulas. Apos, a solucdo foi novamente centrifugada a
4000g por 10 minutos e ressuspendidas em 250 pL de anticorpo previamente preparado.

[026] As imunoglobulinas anti-favivirus foram purificadas (FIGURA 2) e depois de
identificada a melhor concentracdo (0,4 pug/mL) a ser utilizada (FIGURA 3) foi preparada
de modo que foi adicionado 30mM de EDAC/NHS (0,4M:0,1M) e Tampdao fosfato
(PBS1X, pH 7,4, NaCl, KCI, Na;HPO,, KH,PO,4 em agua ultra pura) para um volume final
de 250 pL. E entdo, incubada por 30 minutos a 4°C. Por fim, a reacdo de nanoparticulas
funcionalizadas com polietilenoimina e anticorpos foi realizada por uma hora a
temperatura ambiente em banho ultrassénico. Ao final deste tempo foram novamente
centrifugadas a 4000 g por 10 minutos e ressuspendidos em 100ul de PBS e 100ul de
solucdo com virus.

Tabela 1 Variacdo de deslocamento de bandas de
ressonancia plasmonica para a diferentes concentracoes de
anti-flavivirus.

Controle/ Concentracao Comprimento de onda Deslocamento (nm)
748 -

Controle

0,08 pg/ml 724 24
0,40 pg/ml 716 32
2,00 pg/ml 742 6
10,0 pg/mi 730 18

50,0 pg/ml 754 6

[027] Para analisar a sensibilidade de detecgdo uma diluigdo com diferentes valores
de Unidades formadoras de placas (UFP) de DENV-1 foi realizada em PBS para um
volume final de 100 pL e depois adicionada a concentracdo definida (0,4 pg/mL) de
anticorpo ligada as nanoparticulas. Foi analisado o tempo necessario de incubacdo para a
detec¢do do virus (FIGURA 4) de modo que, 30 minutos foi considerado um tempo
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suficientemente satisfatério, uma vez que apresentou apenas 8 nm de diferenga no

deslocamento se comparado com a leitura de 60 minutos (TABELA 2).

Tabela 2 Variagdo de deslocamento de bandas de
ressonancia plasmonica para a andlise de tempo de
deteccdo de Dengue virus.

Controle/ Tempo Comprimento de onda Deslocamento (nm)
765 -

Controle

30 minutos

[028] Um biossensor sensivel tem que ser capaz de detectar pequenas quantidades de
moléculas. Por isso, foi feito um ensaio em que véarias concentracBes de virus, expressas
em Unidades Formadoras de Placa (UFP), foram incubadas as AuNRs funcionalizadas a
0,3% de PEI e 0,4pg/ml de anti-flavivirus (FIGURA 6). Como pode ser observado na
tabela 3, com 50 UFP/ml (10 UFP) um pequeno deslocamento de 4 nm ocorreu, mas se
torna mais evidente com 500 UFP/ml (100 UFP), apresentando um deslocamento de 18
nm. Mais evidente ainda com as maiores concentracdes de 5000 UFP/ml e 50000 UFP/ml,
como era esperado. O deslocamento em baixas concentragdes de virus, mesmo que
pequeno, pode indicar que o método é sensivel para a detecgdo de DENV1.

[029] Foi realizado também um ensaio em que as AuNRs funcionalizadas com PEI e
anticorpo anti-flavivirus foram incubadas com diferentes concentraces de Mayaro virus
(MV), um virus do género Alphavirus e familia Togaviridae (TESH, R. B,; WATTS, D,
M,; RUSSELL, K, L,; et al. 1999. Mayaro virus disease: an emerging mosquito-borne
zoonosis in tropical South America. Clinical infectious diseases : an official publication of
the Infectious Diseases Society of America, v.28, p.67-73.). Uma vez que 0 anticorpo
utilizado € especifico para o género Flavivirus a auséncia de deslocamento apos a
incubagdo com virus de outro género, como MV sugere a especificidade do biossensor. A
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figura 7 e a tabela 4 mostram este resultado, nas quais se observa que ndo houve detecgéo
do MV em quatro das cinco concentragdes testadas, j& que ndo ocorreu deslocamento em
relacdo ao controle. Um deslocamento de 14 nm ocorreu apenas na presenca de alta
concentracdo (500000 UFP/ml) de MV, a qual, entretanto, ndo é encontrada em amostra
bioldgica natural.

Tabela 3 Variagdo de deslocamento de bandas de

ressonancia plasménica para andlise de sensibilidade de
deteccéo de Dengue virus.

Controle/ Concentracdo Comprimento de onda Deslocamento (nm)
760

Controle

764 a

778 18

1000 UFP 815 55
10.000 UFP 810 50

Tabela 4 Variacdo de deslocamento de bandas de
ressonancia plasménica para andlise de sensibilidade de

Controle/ Concentracdo Comprimento de onda Deslocamento (nm)

Controle 760 -

o
@D
—
@D
(]
v
QD
o
o
@D
O
@D
>
«Q
c
@D
=
=
c
7

760 0

760 0

1000 UFP 760 0
10.000 UFP 760 0
100.000 UFP 774 14

[030] Para a analise das reacGes, os espectros foram medidos em espectrémetro UV-
Vis, no qual é possivel detectar as alteracdes dos elétrons de superficie resultantes da
ligagdo anticorpos-antigenos, por deslocamento do espectro gerado. Os dados resultantes

Petici0 870160042080, de 05/08/2016, pag. 15/19



13/15

da leitura em espectrometro UV-Vis foram normalizados utilizando PeakFit v4 e os
graficos foram gerados em GraphPad Prism.

[031] Se comparado a técnicas ja existentes, as quais geralmente requerem um maior
tempo de deteccdo, o ensaio neste trabalho mostrou-se eficiente com um resultado em
curto prazo. Portanto, no que refere ao tempo necessario para realizacdo do teste, este
sistema apresenta bons atributos para uma detec¢do rapida para Dengue, Zika e Febre

amarela.

[032] Os resultados obtidos neste trabalho podem ainda ser utilizados como base
para outras aplicagbes. Ensaios de aglomeracdo podem ser realizados de modo que
nanobast@es e principalmente nanoesferas se aglomerem na presenca do antigeno, podendo
resultar no alargamento do pico de ressonancia ou mesmo na mudanca de cor da solugédo
(NIETZOLD, C. e LISDAT, F. 2012. Fast protein detection using absorption properties of
gold nanoparticles. The Analyst. v. 137, p. 2821-2816). Além disso, técnicas como
microfluidica (HAN, K. N.; LI, C. A. e SEONG, G. H. 2013. Microfluidic chips for
immunoassays. Annual review of analytical chemistry. v.6, p. 119-141) e SERS
(STUART, D. A., HAES, A. J.,, YONZON, C. R. et al., 2005. Biological applications of
localised surface plasmonic phenomenae. IEE proceedings. Nanobiotechnology. v. 152. p
13-32) poderiam ser associadas a ressonancia de plasmon para facilitar e tornar a deteccéao

ainda mais eficiente.

Descricdo das figuras

[033] Figura 1 Espectroscopia de UV-Vis da analise de concentracdo de
polietilenoimina. (A) Espectro resultante da ligacdo de 0,05% de PEI as AuNPs com um
deslocamento de 90 nm. (B) Ligacdo de 0,1% com 90 nm de deslocamento. (C) Ligacao
de 0,2% com 62 nm de deslocamento. (D) Ligacgéo de 0,3% com 32 nm de deslocamento.
Linha continua (AuNPs): nanoparticulas puras. Linha pontilhada: diferentes concentragdes
de polietilenoimina ligadas as nanoparticulas.

[034] Figura 2. SDS-PAGE 12% de imunoglobulinas purificadas em coluna de
afinidade: Amostras de sobrenadante de célula foram purificadas em coluna de afinidade.
As bandas em destaque representam as cadeias pesada (50KDa) e leve (25KDa) dos
anticorpos, sob condicdo desnaturante. (A) Anticorpo anti-flavivirus (AF) e (B) anti-denv2

(AD2). PMM: padrdo de massa molecular.
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[035] Figura 3 Espectroscopia de UV-Vis da analise de concentracdo de anti-
flavivirus na presenga de polietilenoimina. (A) Espectro de AuNPs puras (Linha
continua) e ligacdo de 0,3% de polietilenoimina as AuNPs (Linha tracejada) com um
deslocamento de 32 nm. (B) Ligacdo de 0,08 pug/mL. (C) Ligacdo de 0,4 pg/mL. (D)
Ligagéo de 2 pg/mL. (E) Ligacdo de 10 pg/mL. (F) Ligacao de 50 pg./mL. Linha tracejada
(Controle): AuNPs funcionalizadas com 0,3% de polietilenoimina. Linha pontilhada:

diferentes concentracdes de anticorpos.

[036] Figura 4 Espectroscopia de UV-Vis da andlise de tempo de detec¢do do
Dengue virus (Flavivirus). (A) Espectro de deteccdo de virus nos diferentes tempos
testados: 2 em 2 minutos até 10 minutos e de 5 em 5 minutos até 1 hora. (B) Espectro da
deteccdo do virus nos quatro principais tempos (0, 15, 30 e 60 minutos). Linha tracejada
(Controle): AuNPs funcionalizadas com 0,3% de polietilenoimina e 0,4 pg/mL de anti-
flavivirus. Tempo O: leitura imediatamente apds a adicdo do virus. Linha pontilhada:
diferentes tempos de incubacdo. Para cada amostra foi adicionado 5000UFP/ml do
DENV1.

[037] Figura 5. Analise da variacdo de deslocamento para diferentes tempos de
deteccdo de Dengue virus (Flavivirus): Tempo de detec¢do de virus nos diferentes tempos
testados: 2 em 2 minutos até 10 minutos e de 5 em 5 minutos até 30 minutos e 10 em 10
até 1 hora. Tempo O: leitura imediatamente ap6s a adi¢do do virus. Para cada amostra foi
adicionado 5000UFP/ml do DENV1.

[038] Figura 6 Espectroscopia de UV-Vis da andlise da sensibilidade de deteccao
do Dengue virus (Flavivirus). Espectro de deteccdo de DENV 1 nas diferentes
concentragdes. (A) 10 UFP (50 UFP/mL). (B) 100 UFP (500 UFP/mL). (C) 1000 UFP
(5000 UFP/mL) e (D) 10000 UFP (50000 UFP/mL). Linha tracejada (Controle): AuNPs
funcionalizadas com 0,3% de polietilenoimina e 0,4pug/mL de anti-flavivirus. Linha
pontilhada: diferentes concentragdes de virus.

[039] Figura 7 Espectroscopia de UV-Vis da andlise da sensibilidade de deteccao
do Mayaro virus (Alphavirus). Espectro de deteccdo de Mayaro virus nas diferentes
concentracdes (A) 10 UFP (50 UFP/mL). (B) 100 UFP (500 UFP/mL). (C) 1000 UFP
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(5000 UFP/mL), (D) 10000 UFP (50000 UFP/mL) e (E) 100000 (500000 UFP/mL). Linha
tracejada (Controle): AuNPs funcionalizadas com 0,3% de polietilenoimina e 0,4 pg/mL

de anti-flavivirus. Linha pontilhada: diferentes concentracfes de virus.
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REIVINDICACOES

1. Nanobastoes de ouro caracterizados pela funcionalizagdo com um anticorpo monoclonal
especifico para Dengue virus,e anticorpo monoclonal especifico para demais virus
pertencentes ao género Flavivirus (Zika virus e Febre amarela virus).

2. Nanobastdes de ouro, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizados pela
funcionalizagdo ser mediada por polietilenoimina.

3. Uso dos nanobastdes de ouro, de acordo com as reivindicacdes de 1 e 2, caracterizado
por ser no diagnostico direto de Dengue virus, € de outros Flavivirus (Zika virus e Febre

amarela virus), através de ressonancia platonica.
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DESENVOLVIMENTO DE SISTEMA DE DIAGNOSTICO DE FLAVIVIRUS
UTILIZANDO NANOBASTOES DE OURO

RESUMO

O modelo descreve o desenvolvimento de metodologias de funcionalizacdo de
nanobastdes de ouro (AuNRs) com anticorpos monoclonais especificos para a proteina
estrutural “E” (proteina do envelope) viral e seu uso para deteccdo direta de virus de
Dengue virus (DENV) e demais Flavivirus, como, Zika virus e Febre amarela virus, em
solucdo. Estas nanoparticulas podem ser ajustadas para a deteccdo de biomoléculas como
proteinas e anticorpos ligados as AuNRs a partir da leitura do seu espectro de absorcdo.
Neste modelo, as imunoglobulinas anti-DENV ou anti-Flavivirus s&o ligadas aos
nanobastdes previamente funcionalizados a polietilenoimina e entdo incubadas com
amostras contendo virus. A deteccdo de particulas virais na solucao é obtida através analise
de alteracdo do perfil de ressonéancia plasmoénica da solucdo utilizando um espectrémetro
de varredura UV-Vis. Este método de diagnostico possui sensibilidade e especificidade de
deteccdo, baixo custo de producgédo, ndo necessita de profissional qualificado e pode ser
mais rapido, preciso e pratico que as técnicas ja existentes de diagnostico direto de

Dengue, Zika e Febre Amarela.
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