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(57) Resumo: PROCESSO PARA FABRICACAO DE DISPOSITIVO BIOSSENSOR, DISPOSITIVO
BIOSSENSOR E SEUS USOS. A presente invencéo refere-se ao desenvolvimento de um sistema
diagnoéstico com alta seletividade e de baixo custo para o diagndstico da SARS-CoV-2, baseado no
reconhecimento da proteina Spike do virus a receptores especificos presentes em membranas
celulares de células alvo, e com diferenciacdo contra outros virus, utilizando as propriedades Unicas
das membranas celulares combinadas com as propriedades cataliticas e de point-of-care de
plataformas eletroquimicas. Assim, a presente invencao refere-se a um processo para fabricacdo de um
dispositivo biossensor para SARS-CoV-2, bem como dispositivo biossensor para SARS-CoV-2
fabricado conforme o processo previamente descrito, compreendendo vesiculas de membrana de
células que superexpressam o0s receptores ACE-2, imobilizadas em plataforma condutora de um
eletrodo de 6xido de indio estanho (ITO), para leitura baseada na técnica de espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIS).
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PROCESSO PARA FABRICAGAO DE DISPOSITIVO BIOSSENSOR,
DISPOSITIVO BIOSSENSOR E SEUS USOS

CAMPO DA INVENCAO

[001] A presente invencdo se 1insere nos campos da
Biomedicina, Quimica Analitica e Fisico-quimica, mais
precisamente nas &reas de Diagndéstico e Eletroquimica, e
refere-se ao desenvolvimento de um sistema diagndéstico com
alta seletividade e de baixo custo para o diagndéstico da
SARS-CoV-2, baseado no reconhecimento da proteina Spike do
virus a receptores especificos presentes em membranas
celulares de células alvo, e com diferenciacdo contra outros
virus, utilizando as propriedades TUnicas das membranas
celulares combinadas com as propriedades cataliticas e de
point-of-care de plataformas eletroquimicas.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[002] Sistemas diagnésticos tém se mostrado
elementos-chave para o controle dos casos positivos durante
a pandemia de SARS-CoV-2, tornando possivel criar
estratégias de isolamento.

[003] Atualmente, 2 tipos de testes de diagndstico
sdo comumente usados para a deteccdo de infecg¢des por SARS-
CoV-2: 1. reverse transcriptase-polymerase chain reaction
(RT-PCR) e 1ii. IgM e IgG 1ligadas ao ensaio de enzima
imunoabsorvente (ELISA) (Sethuraman et al., 2020). Tais
testes apresentam altissima sensibilidade e eficiéncia,
porém s&o de alto custo, pouco portiteis e dependem de
pesquisadores e equipamentos especializados, sendo, dessa
maneira, indisponiveis para a grande maioria da populacdo.
Apesar da existéncia desses dois testes, o mais comumente

utilizado e confidvel para o diagndéstico de COVID-19 ainda
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& o teste RT-PCR, pois detecta acidos nucleicos SARS-CoV-2
presentes em fluidos nasofaringeos ou outros espécimes do
trato respiratdério superior (Kevadiya et al., 2021).

[004] Como alternativa, 0os testes rapidos para
deteccdo de anticorpos do SARS-CoV-2 tém sido amplamente
desenvolvidos e comercializados. De natureza puramente
qualitativa, isto é, indicam apenas presenca ou auséncia de
anticorpos SARS-CoV-2, muitos fabricantes ndo revelam a
natureza dos antigenos usados (Chaibun et al., 2021). Além
disso, a janela de deteccdo pouco eficiente em relacdo ao
ciclo viral e o grande numero de resultados falsos positivos
e falsos negativos, tem relatado sua baixa efetividade,
gerando preocupacdes em relacéo a miniaturizacéo e
portabilidade desses testes (Valera et al., 2021).

[005] Uma variedade de genes de RNA alvos pode ser
utilizada na camada de biorreconhecimento de um dispositivo
diagnbéstico, tanto nos testes padrdes quanto nos testes
rapidos. Porém, um receptor tem chamado a atencd&o em relacédo
a alta especificidade no reconhecimento do virus via proteina
Spike, inclusive no desenvolvimento de vacinas.

[006] De acordo com a literatura cientifica, SARS-
CoV-2 infecta células de mamiferos através de um mecanismo
de reconhecimento de receptor. A entrada do virus nas células
hospedeiras é mediada pela glicoproteina transmembrana Spike
localizada na superficie do envelope viral (Miller et al.,
2021) . Esta glicoproteina possui um dominio de ligacdo ao
receptor que se liga especificamente ao receptor ACE-2 (Letko
et al., 2020); a posterior fusdo e entrada do virus na célula
hospedeira também dependem da clivagem dos sitios S1/S2 e

S2’ da proteina Spike pela protease transmembrana serina 2
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(TMPRSS2) (Markus et al., 2020).

[007] ACE-2 é expressa na superficie de diversas
células epiteliais das mucosas nasais, bréngquios e pulmdes,
mas também em outros tecidos como coracdo, rins e intestino
(Lukassen et al., 2020; Lamers et al., 2020; Subramanian et
al., 2020; Chen et al., 2020). O padrdo de expressdao de ACE-
2 em diferentes é6rgédos, tecidos e tipos de células pode estar
diretamente associado a infeccdo por SARS-CoV-2, uma vez que
as células-alvo que expressam altos niveis de ACE-2 podem
permitir maior entrada, multiplicacéo, disseminacdo e
patogénese deste coronavirus (Zou et al., 2020).

[008] Diversos modelos de estudo 1in vitro, com
linhagens celulares de mamiferos, tém sido empregados com
sucesso em pesquisas relacionadas ao SARS-CoV-2 e COVID-19.
Uma caracteristica importante que estes modelos apresentam
em comum € a alta susceptibilidade ao virus, o que esté
diretamente relacionado a expressdo de ACE-2 e TMPRSS2. Entre
as linhagens celulares humanas, Calu-3, Caco-2 e Huh7
apresentam altos niveis de expressdo destas proteinas (Id et
al., 2021), em contrapartida, células A549 expressam baixos
niveis de ACE-2, ndo sendo facilmente infectadas por SARS-
CoVv-2 (Id et al., 2021). Ainda, células Vero, 1isoladas a
partir de células epiteliais renais de um macaco verde
africano, sdo muito utilizadas em pesquisas relacionadas ao
SARS-CoV-2 pois sdo facilmente infectadas pelo virus devido
a presenca de altos niveis de ACE-2 em sua superficie (Id et
al., 2021; Takayama, 2020).

[009] Diante desse cenéario, a utilizacéo do
biorreconhecimento entre membranas celulares que expressam

o receptor ACE-2 e proteina Spike do virus pode ser uma nova
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e eficiente maneira de realizar o diagndéstico de SARS-CoV-
2. Principalmente levando em conta o custo de producdo e
isolamento, quando comparado aos demais alvos.

[010] Aliado a uma camada de Dbiorreconhecimento
altamente seletiva, o0s Dbiossensores eletroquimicos podem
oferecer maior acessibilidade a identificacdo do virus Spike
relacionado a SARS-CoV-2. Esses sdo de altissimo interesse
principalmente devido a sua versatilidade, simplicidade,
alto potencial de miniaturizacdo e baixo custo. As medidas
podem ser realizadas em um mesmo eletrodo nas diferentes
etapas - desde a montagem até as medidas de deteccéo.

[011] Duas categorias de técnicas eletrogquimicas
amplamente utilizadas sdo as voltamétricas e as
impedimétricas. Nas medidas impedimétricas o método mais
utilizado é a espectroscopia de impedédncia eletroquimica
(EIS), que é capaz de medir a permissividade de elétrons em
um sistema ao longo de uma ampla faixa de frequéncias, gue
vai tipicamente de 104 a 1073 Hz. Uma das maneiras mais comuns
de observar os resultados da técnica EIS é através do
diagrama de Nyquist, um grafico composto de eixos
correspondentes as componentes imagindria (-Z2”) e real (Z')
da impedéncia, e no qual cada ponto representa uma frequéncia
distinta. A partir dos dados obtidos é possivel desenhar um
circuito equivalente através de softwares especializados e
coletar informacdes sobre o que diz respeito a caracterizacéao
do biossensor, transformando uma informacéao de
biorreconhecimento em resposta fisica mensuréavel (Freitas et
al., 2016).

ESTADO DA TECNICA

[012] Com o avanco da pandemia da COVID-19 e a
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necessidade de métodos de diagndstico rapido, diversos
biossensores capazes de detectar biomarcadores da doenca
foram desenvolvidos e podem ser encontrados no estado da
técnica, por exemplo:

[013] O documento US10815539B1, de autoria de
Brambati et al., descreve um dispositivo para a deteccgédo do
material genético do SARS-CoV-2 wusando oligonucleotideos
marcados com fluordéforos complementares as sequéncias do
virus, de maneira que a fluorescéncia é alterada apds a
hibridizacdo, indicando a presenca do virus na amostra. Assim
como para a detecgcdo de outras doencgas, a interacdo
especifica antigeno-anticorpo também é Dbastante explorada
para o diagndéstico da COVID-19.

[014] No documento CN111474365A, um biossensor
elétrico é descrito para a deteccédo dos anticorpos IgM e IgG
usando eletrodos modificados com a proteina Spike ou com a
proteina do nucleocapsideo.

[015] Essa mesma plataforma ¢é usada para a deteccédo
da proteina Spike, nesse caso, com eletrodos modificados com
anticorpos. Testes imunocromatograficos usando
nanoparticulas de ouro também foram desenvolvidos baseados
na interacéo antigeno-anticorpo, como no documento
CN111537746A, em gque a tira de teste modificada com
anticorpos pode ser usada para a deteccdo das proteinas Spike
ou nucleocapsideo. Apesar de se mostrarem como Otimas
alternativas aos métodos convencionais realizados em
laboratdérios, os dispositivos desenvolvidos para a deteccéo
das proteinas Spike, fazem uso de anticorpos, o que pode
encarecer os testes e tornd-los menos acessiveis.

[016] Como alternativa ao wuso de anticorpos, no
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documento CN111273016B foi desenvolvido um teste
imunocromatografico baseado na interacdo receptor-ligante
entre a Spike e o ACE-2 para a detecgcdo de COVID-19. No
entanto, nessa metodologia, os receptores ACE-2 foram
coletados do sobrenadante de wuma cultura de células e
purificados para, entdo, serem utilizados nos dispositivos.
Nesse contexto, o dispositivo da presente invencdo propde o
uso de membranas celulares com superexpressido de ACE-2 como
elemento de biorreconhecimento para a deteccdo das proteinas
Spike e sua aplicacgdo no diagndéstico de COVID-19.

[017] Dentre os artigos cientificos, apenas dois com
publicacdo de 2021, fazem uso do receptor transmembrana ACE-
2. Torres et al., desenvolveram um biossensor do tipo point-
of-care para detecgdo de SARS-CoV-2. O sensor denominado
RAPIS 1.0 detecta 10pL de amostra em 4 minutos por meio da
EIS, com sensibilidade e especificidade de c.a. 85% a 100%
para amostras de espécimes de nasofaringeo e orofaringeo
(Torres et al., 2021) . Um Dbiossensor com as mesmas
caracteristicas foi publicado por Lima et al. Nesse caso, ©O
biossensor denominado LEAD tem sua deteccdo aferida via
voltametria de onda quadrada, alcancando um limite de
deteccdo de 229 fg.mL para a proteina Spike (Lima et al.,
2021) . Nos dois casos, apesar do uso do receptor
transmembrana ACE-2, estes trabalhos utilizaram o anticorpo
ACE-2 isolado produzido pela empresa SinoBiological, que
foi, entdo, imobilizado na superficie de eletrodos de grafite
revestidos por nanoparticulas de ouro. O sistema difere do
apresentado na presente invencdo, que utiliza membranas
inteiras de células especificas como camada de

biorreconhecimento.
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[018] O documento em nome de Kiew et al., intitulado
Development of flexible electrochemical impedance
Spectroscopy-based biosensing platform for rapid Screening
of sars-cov-2 1inhibitors, refere-se a uma ©plataforma
biossensora  baseada em uma deteccgéo de impedancia
eletroquimica (EIS) para identificar moduladores positivos
e negativos da ligacdo entre proteina S e a enzima conversora
de angiotensina (ACE-2). Para isso, os autores fazem uso de
recombinante ACE-2 depositado em eletrodos de PET recobertos
com filme fino de palddio, denominado ACE2-Pd-NTE. O
recombinante ACE-2 foi expresso através do sistema de
Escherichia coli wutilizando protocolo para expressdo de
peptideo. Além disso, o objetivo da plataforma é detectar
potenciais inibidores farmacoldégicos aprovados pela FDA
contra a ligacdo da enzima ACE-2 e proteina S. Apesar do uso
de eletrodos de ITO, da técnica de EIS e do uso de uma
subunidade da enzima ACE-2, o sensor ndo faz a deteccéo
direta da proteina Spike com biorreconhecimento do receptor
ACE-2 superexpresso em membranas celulares de mamiferos
(linhagens celulares VeroCCL81 e Calu-3), tal como proposto
pela presente invencdao.

[019] O documento em nome de Aydin et al., intitulado
New impedimetric sandwich Iimmunosensor for ultrasensitive
and highly specific detection of Spike receptor binding
domain protein of SARS-CoV-2, consiste em uma plataforma
biossensora com deteccdo por impedancia eletroquimica (EIS)
de um dominio de ligacdo especifico de um receptor da
proteina Spike especifico (RBD), isso &, um antigeno. Para
isso, anticorpos anti-RBD foram imobilizados na superficie

de eletrodos de ITO revestidos com C-NC. Para a deteccéo

Peticao 870220038164, de 03/05/2022, pag. 22/48



8/25

eletroquimica foi utilizado um sistema de reconhecimento do
tipo sanduiche com o antigeno RBD, seguido da ligacdo com um
anticorpo secunddrio IgG anti-coelho de cabra, com o objetivo
de amplificar o sinal do eletroquimico do imunossensor
denominado ITO/C-NC/anti-RBD/BSA/RBD/Ab2. Apesar do uso de
eletrodos de ITO e da técnica de EIS, esse sensor utiliza
camada receptora diferente da presente invencdo, isto ¢é,
sistema antigeno e anticorpo isolados. O teste ndo faz uso
de camada de biorreconhecimento baseada em membranas
extracelulares de mamiferos (linhagens celulares VeroCCL81
e Calu-3) com superexpressdo do receptor ACE-2, tal como
proposto pela presente invencgéo.

[020] O documento em nome de Zaccariotto et al.,
intitulado A novel method for the detection of SARS-CoV-2
based on graphene-impedimetric immunosensor, refere-se a uma
plataforma biossensora desenvolvida por meio da imobilizacgéo
de anticorpo monoclonal da glicoproteina S1 (anti-SARS-CoV-
2) em grafeno reduzido (rGO) na superficie de eletrodos de
carbono vitreo. Para a deteccdo eletroquimica foi utilizado
o0 biorreconhecimento com o antigeno recombinante humano da
glicoproteina Sl (RBD) . Antigeno e anticorpo foram
adquiridos da Abcam PLC (Cambridge, Reino Unido). O
biorreconhecimento do sistema antigeno-anticorpo foi
mensurado pelas técnicas de eletroquimicas de voltametria
ciclica e impedancia eletroquimica, alcangando limites de
deteccdo 150 ng/mL, isso &, a menor concentracdo de antigeno
detectada. Apesar do uso de eletrodos de ITO e da técnica de
EIS, esse sensor utiliza camada receptora diferente da
presente invencdo, 1isso ¢é, sistema antigeno e anticorpo

isolados. Além disso, tal sensor nado faz uso de camada de
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biorreconhecimento baseada em membranas celulares de
mamiferos (linhagens celulares VeroCCL81 e Calu-3) com
superexpressdo do receptor ACE-2, tal como proposto pela
presente invencéo.

[021] O documento em nome de Witt et al., intitulado
Boron doped diamond thin films for the electrochemical
detection of SARS-CoV-2 S1 protein, descreve uma plataforma
biossensora baseada em eletrodo de diamante policristalino
dopado com boro, funcionalizados com um complexo ligante
biotina-estreptavidina e anticorpo anti-SARS-CoV-2 S1
biotilado. Para o biorreconhecimento, os autores utilizaram
a subunidade S1 da proteina de superficie Spike e medidas de
impeddncia eletroquimica. O sensor apresenta diferencas em
relacdo a presente 1invencdo dgquanto ao uso de sistemas
antigeno-anticorpo e uso de eletrodos de diamante. Além
disso, o referido teste ndo faz uso de eletrodos de ITO e de
camada de biorreconhecimento baseada em membranas celulares
de mamiferos (linhagens celulares VeroCCL8l e Calu-3) com
superexpressdo do receptor ACE-2, tal como proposto pela
presente invencgéo.

[022] O documento em nome de Imran et al., intitulado
Electrochemical biosensors for the detection of SARS-CoV-2
and other viruses, refere-se a um artigo de revisdo da
literatura, em qgue sdo apresentados inUmeros sistemas
sensores para a deteccdo de virus incluindo SARS-CoV-2. Sendo
um artigo de revisdo ndo had um detalhamento dos estudos,
assim como nenhum trabalho apresentado se caracteriza ou
possui qualquer semelhanca com o desenvolvido na presente
invencdo, isto é, sobre a utilizacdo de eletrodos de ITO com

camada de biorreconhecimento baseada em membranas celulares
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de mamiferos (linhagens celulares VeroCCL81 e Calu-3) com
superexpressdo do receptor ACE-2.

[023] O documento em nome de Ning et al., intitulado
Liposome-mediated detection of SARS-CoV-2 RNA-positive
extracellular vesicles 1in plasma, descreve um sistema de
deteccédo baseada em nanoparticulas compostas por vesiculas
extracelulares fundidas com lipossomas sintéticos e
carregados com reagente fluorescente para amplificar e
detectar o gene do SARS-CoV-2. Nesse caso, as vesiculas
extracelulares (EVs) sdo capturadas diretamente do plasma
por meio da interacdo de um anticorpo com a proteina de
superficie CD81 e, em seguida, fundido com lipossomas
contendo reagentes para transcriptase reversa (RT),
amplificacdo da polimerase de recombinase (RPA) e agrupados
regularmente repeticdo palindrdmica curta intercalada
(CRISPR) - reacgbdes Casl?2a. As EVs utilizadas nesse sistema
diferem da membrana extracelular utilizada na invencéo
proposta em termos bioldgicos, pois sdo estruturas
excretadas pelas células e gue ndo posSsuem a superexpressao
do receptor ACE-2. Neste estudo, o biorreconhecimento é
obtido pelo RNA guia, que direciona a ligacdo CRISPR-Casl2a
a um amplicon RT-RPA, induzindo clivagem dependente da
concentracdo de uma sonda de oligonucleotideo para deteccédo
de RNA de SARS-CoV-2. Esta abordagem difere da presente
invencdo pois emprega captura mediada por anticorpos dos EVs
e lipossomas contendo sondas fluorescentes para detecgdo.
Além disso, o teste ndo faz uso de eletrodos de ITO, da
técnica de EIS e de camada de biorreconhecimento baseada em
membranas celulares de mamiferos (linhagens celulares

VeroCCL81 e Calu-3) com superexpressdo do receptor ACE-2,
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tal como proposto pela presente invencgéo.

[024] O documento IN 202011031211 descreve um método,
um kit e um composicdo para deteccdo rapida de novo
coronavirus (SARS-CoV-2) em uma amostra utilizando lipossoma
sintético. Os autores utilizam a técnica espectroscdpica de
fluorescéncia, diferente do proposto pela presente invencéo,
que é baseada na impedancia eletroquimica. Além disso, apesar
do uso do receptor ACE-2, este ¢é incorporado Jjunto ao
proteolipossoma sintético e um fluordforo lipofilico, para
ser possivel realizar a medida de fluorescéncia. Tal método
ndo faz uso de eletrodos de ITO, da técnica de EIS e de
camada de biorreconhecimento baseada em membranas celulares
de mamiferos (linhagens celulares VeroCCL8l e Calu-3) com
superexpressdo do receptor ACE-2, tal como proposto pela
presente invencgéo.

[025] O documento US11054429B1 descreve a deteccédo de
SARS-CoV-2 a partir da detecgcdo de anticorpos por meio da
técnica de espectroscopia de absorcédo molecular. Os autores
utilizaram uma deteccdo espectroscédpica de um sistema de
antigeno-anticorpo com reconhecimento tipo sanduiche com o
antigeno primario (ACE-2), seguido da 1ligagd&o com um
anticorpo secundédrio (Ab) marcado com HRP e apds a ligacéao
com O seu substrato TMB ha a ativacdo de um produto de reacéo
com coloracdo observada entre 450 e 570 nm, via técnica de
uv-vis. Apesar do uso de uma subunidade do receptor ACE-2,
O teste em gquestdo apresenta diferencas em relacdo a presente
invencdo quanto ao uso de sistemas antigeno-anticorpo e uso
de método espectroscépico para andlise. Além disso, ©
referido teste ndo faz uso de eletrodos de ITO, da técnica

de EIS e de camada de biorreconhecimento baseada em membranas
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celulares de mamiferos (linhagens celulares VeroCCL81 e
Calu-3) com superexpressdo do receptor ACE-2, tal como
proposto pela presente invencdo.

[026] Neste contexto, de maneira distinta ao estado
da técnica, a presente invencdo propde o desenvolvimento de
um sistema de biossensores utilizando como camada de
biorreconhecimento, membranas celulares integras ricas em
receptores ACE-2. Para isso, membranas celulares com alta
expressdo do receptor ACE-2 foram extraidas das células
VeroCCL81 e Calu-3, conjugadas com EDC/NHS para a construcdo
de vesiculas de membranas celulares, obtidas por meio de
extrusdo mecadnica que em seguida foram imobilizadas em
eletrodos de ITO, previamente limpos e modificados com APTES.
As linhagens celulares VeroCCL81 e Calu-3 foram escolhidas
para esta etapa por superexpressarem o receptor transmembrana
ACE-2, o qual tem despertado muito interesse como peca-chave
no desenvolvimento de vacinas contra COVID-19.

[027] 1Importante ressaltar também que apesar do uso
da enzima conversora de angiotensina (ACE-2) estar presente
na maior parte dos documentos citados, todos fazem uso de
uma subunidade desta biomolécula como anticorpo ou peptideo,
mas ndo como um sistema completo, tal como o realizado pela
presente invencdo, isto é, com membranas celulares extraidas
de células de mamiferos (linhagens celulares VeroCCL81 e
Calu-3), as gquais possuem uma superexpressdo do receptor
ACE-2.

SUMARIO DA INVENCAO

[028] A presente invencdo tem por objetivo propor um
sistema diagnéstico com alta seletividade e de baixo custo

para o diagndéstico da SARS-CoV-2, baseado no reconhecimento
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da proteina Spike do virus a receptores especificos presentes
em membranas celulares de células alvo, e com diferenciacéo
contra outros virus, utilizando as propriedades Unicas das
membranas celulares combinadas com as propriedades
cataliticas e de point-of-care de plataformas eletroquimicas.

[029] Assim, a presente invencdo propde primeiramente
um processo para fabricacdo de um dispositivo biossensor
para SARS-CoV-2, compreendendo as etapas de: a) Extracédo e
isolamento das membranas celulares de células de epitélio
renal saudédveis VeroCCL81 e de epitélio de carcinoma pulmonar
Calu-3; b) Obtencdo de vesiculas a partir das membranas com
receptores ACE-2, seguido de incubacdo com EDC/NHS; e c)
Imobilizacdo das vesiculas obtidas em eletrodos de ITO
modificados com APTES (ITO-APTES).

[030] Adicionalmente, a presente invencdo propde o
dispositivo biossensor para SARS-CoV-2 fabricado conforme o
processo previamente descrito, compreendendo vesiculas de
membrana de células que superexpressam 0s receptores ACE-2,
imobilizadas em plataforma condutora de um eletrodo de éxido
de indio estanho (ITO), para leitura baseada na técnica de
espectroscopia de impedédncia eletroquimica (EIS) com 3
eletrodos independentes: referéncia, contraeletrodo e
trabalho.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[031] A Figura 1 mostra uma representacdo esquemdtica
das 3 (trés) etapas principais para a construcdo do
dispositivo biossensor.

[032] A Figura 2 mostra graficos de Nygquist obtidos
por EIS e VC dos dispositivos biossensores. Graficos de

Nyquist obtidos por EIS da especificidade da camada de
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biorreconhecimento (membrana A549 e lipossomo sintético
(DPPC)) pela proteina Spike.

[033] A Figura 3 mostra graficos de curvas analiticas
e suas respectivas regressdes lineares obtidas por medidas
de EIS dos dispositivos biossensores ITO-APTES-mVero e ITO-
APTES-mCalu na faixa de 10 a 120 ng/mL e 10 a 80 ng/mL,
respectivamente. Experimentos realizados em tampdo fosfato
0,1 mol/L pH 7,4 na presenca de 2 mmol/L de ferrocianeto de
potéassio.

[034] A Figura 4 mostra graficos da especificidade
dos dispositivos biossensores ITO-APTES-mVero e ITO-APTES-
mCalu frente a outros virus (Dengue e Zika) em 25ng/mL de
proteina NSlDengue e NSl1lZika. As medidas foram realizadas em
tampédo fosfato 0,1 mol/L, pH 7,4, na presenca de 2 mmol/L de
ferrocianeto de potéassio.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[035] A presente invencéao refere-se ao
desenvolvimento de um sistema diagndstico com alta
seletividade e de baixo custo para o diagndéstico da SARS-
CoV-2, baseado no reconhecimento da proteina Spike do virus
a receptores especificos presentes em membranas celulares de
células alvo, e com diferenciacdo contra outros virus,
utilizando as propriedades uUnicas das membranas celulares
combinadas com as propriedades cataliticas e de point-of-
care de plataformas eletroquimicas.

[036] Assim, em uma primeira modalidade, a presente
invencdo refere-se a um processo para fabricacdo do
dispositivo biossensor para SARS-CoV-2, compreendendo as
seguintes etapas:

a) Extrair e isolar membranas celulares de células de
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epitélio renal saudaveis VeroCCL81l e de epitélio de carcinoma
pulmonar Calu-3 com superexpressdo do receptor ACE-2;

b) Obter wvesiculas a partir das membranas com
receptores ACE-2, seguido de incubacdo com EDC/NHS; e

c) Imobilizar as vesiculas obtidas em eletrodos de
ITO modificados com APTES (ITO-APTES).

[037] As etapas do processo realizado sdo
apresentadas na Figura 1 e serdo descritas em mais detalhes
a seqguir.

Extracdo e isolamento das membranas celulares de

células Vero e Calu-3 com superexpressdo do receptor ACE-2

[038] Primeiramente, as membranas celulares (CM) séo
isoladas e purificadas de acordo com o método proposto por
Lund et al., 2009. Para 1isso, células VeroCCL81 (células
epiteliais saudaveis isoladas de rim (de um macaco verde
africano) e Calu-3 (célula epitelial de adenocarcinoma do
pulmdo humano) sdo cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium) suplementado com 10% de soro bovino
fetal, em garrafas de 150 cm?, até atingirem cerca de 90% de
confluéncia. As garrafas sdo entdo lavadas com PBS a 4°C, e
em seguida, 5 mL de PBS gelado sdo adicionados as garrafas
e as células s&o removidas com o auxilio de um espalhador de
células. As células coletadas sdo lavadas 3 vezes por
centrifugacdo (1000 x g, 5 min) com PBS a 4°C e lisadas em
tampdo hipotbénico (10 mM Trisbase, 1.5 mM MgClz, 10 mM NaCl,
pH 6.8) por 20 min, em gelo.

Obtencdo de vesiculas de membrana com receptor ACE-2

e incubacdo com EDC/NHS

[039] As células lisadas sdo, entdo, centrifugadas

(300 x g, 5 min), ressuspendidas em tampdo gradiente (0.25
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M Sucrose, 10 mM HEPES, 100 mM &cido succinico, 1 mM EDTA,
2 mM CaClz, 2 mM MgClz, pH 7.4), homogeneizadas através de
80 ciclos (1900 rev/min) em um homogeneizador e centrifugadas
a 10000 x g, 10 min. O sobrenadante é, entdo, coletado e
centrifugado a 100000 x g durante 2 h em ultracentrifuga. Ao
final, o pellet contendo as vesiculas de membrana celular é
ressuspendido em PBS contendo 1inibidores de protease e
armazenado em freezer -80°C.

[040] Posteriormente, as membranas celulares extraidas
sdo mantidas em banho seco com EDC/NHS a 37°C por 8 h (entre 3
e 12mmol L1 e 2 e 8 mmol L7, respectivamente, em tampdo fosfato
salino) . Em seguida, o sistema é extrudado através de membrana
utilizando um miniextrusor com poros de 100 nm. O sistema
resultante é caracterizado em funcdo do tamanho, carga e
concentracdo por meio das técnicas de espalhamento dindmico de
luz (DLS), potencial Zeta e analisador de espalhamento de
particulas (NTA), respectivamente.

Imobilizacdo das vesiculas em eletrodos de ITO-APTES

para obtencdo dos dispositivos biossensores

[041] Primeiramente, os eletrodos de 6xido de indio
estanho (ITO) de tamanho 1 x 0,5 cm? passam por uma limpeza
quimica, onde s&d&o 1imersos em acetona e submetidos ao
ultrassom por 10 minutos, o que pode ser realizado com tempos
entre 5 e 15 minutos. O processo é repetido para &lcool
isopropilico, etanol e &gua ultrapura. Posteriormente, oS
eletrodos sé&o secos sob fluxo de Nz. Outros procedimentos
(do tipo limpeza via plasma) podem ser utilizados para a
limpeza do substrato, desde que removam residuos orgdnicos
e inorganicos de maneira eficiente sem danificar o eletrodo

(como solucdo piranha 4H2S04:1H202) .
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[042] Em seguida, os eletrodos de ITO devidamente
limpos s&do modificados com a imobilizacdo do APTES. Para
isso, os eletrodos sdo imersos por 1 hora em uma solucédo
contendo 2% v/v de (3-aminopropil)-triethoxisilano (APTES)
em etanol. Apds o tempo de incubacdo, o eletrodo é lavado
cuidadosamente com agua ultrapura e seco utilizando um jato
de gas inerte N2(g). Finalmente, o dispositivo é imerso em
uma dispersdo de vesiculas de membrana celulares/EDC/NHS
(concentragdes de 106, 107 ou 108 particulas/mL), contendo o
receptor ACE-2, por 1h30min (tampdo fosfato, 0,1 mol/L, pH
7,4). A variacdo do tempo de incubacdo foi realizada com
tempos de 30min, 1h, 1h30min e 2h. Um ponto importante & que
esta dispersdo deve ser preparada até 48h antes de ser
colocada em contato com o ITO. Apds cada etapa, os eletrodos
sdo cuidadosamente lavados em agua ultrapura e secos sob um
fluxo de Nz. Todos o0s experimentos sdo realizados em
temperatura média de 17 a 19 °C. Resultados podem ser
observados na Figura 2.

[043] Adicionalmente, em uma segunda modalidade, a
presente invencdo refere-se ao dispositivo biossensor para
SARS-CoV-2 fabricado conforme o processo previamente
descrito, compreendendo vesiculas de membrana de células que
superexpressam 0s receptores ACE-2, imobilizadas em
plataforma condutora de um eletrodo de 6éxido de indio estanho
(ITO), para a deteccdo do SARS-CoV-2 por biorreconhecimento
via técnica de espectroscopia de impedidncia eletrogquimica
(EIS) com 3 eletrodos independentes: referéncia,
contraeletrodo e trabalho (mostrado na Figura 1).

[044] O eletrodo de trabalho, responsavel pelo

biorreconhecimento da proteina Spike do SARS-CoV-2,
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corresponde a uma plataforma de ITO contendo vesiculas
formadas de membrana celular integras e completas com alta
expressdo do receptor ACE-2 imobilizadas através da técnica
de automontagem. Para gque as vesiculas se ©posicionem
adequadamente para interagir com a amostra, foram utilizadas
moléculas de hidrocloreto de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS) incorporadas
nas vesiculas, além de (3-aminopropil)-triethoxisilano
(APTES) junto ao eletrodo ITO.

Medidas eletrogquimicas

[045] Medidas eletroquimicas sdo realizadas
utilizando um potenciostato/galvanostato, ou qualquer
dispositivo de impedéncia eletroquimica miniaturizado, em
uma cela de 3 eletrodos convencional. Os eletrodos de ITO
modificados s&o usados como eletrodo de trabalho (1 x 0,5
cm?) , enquanto uma placa de platina (0,5 x 1 cm?) e um
eletrodo de prata-cloreto de prata (Ag/AgCl, com solucdo
interna KCl 3,0 mol L7!) sdo utilizados como contraeletrodo
e eletrodo de referéncia, respectivamente. E importante
destacar que o contraeletrodo pode ser composto de qualquer
material inerte que permita conexdo elétrica de forma que
possa ser aplicado um potencial ao eletrodo de trabalho -
como metais nobres, carbono e grafite. O eletrodo de
referéncia pode ser substituido por qualquer um que ofereca
um potencial constante, tais como eletrodo de calomelano
saturado ou de hidrogénio. As medidas sdo feitas em 10 mL de
tampdo fosfato 0,1 mmol L! pH 7,4 contendo 2,0 mmol L-! de
ferricianeto de potédssio a temperatura de 20 °C. Antes de
cada medida de impedéncia eletroquimica, uma medida de

voltametria ciclica (VC) é feita a fim de ativar a interface
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do dispositivo biossensor (potencial variando entre -300 mV
a 800 mv, velocidade de wvarredura 100 mV s7!, 2 ciclos). Os
experimentos de EIS sdo realizados em potencial de circuito
aberto com amplitude de 10 mV e variacdo de frequéncia entre
0,1 e 10000 Hz. Antes e apds cada experimento, OS
biossensores armazenados em PBS s&do imersos cuidadosamente
2 (duas) vezes em agua ultrapura para a retirada de quaisquer
moléculas fracamente adsorvidas na superficie do eletrodo,
como sais do tampdo ou ferricianeto de potéssio.

[046] Resultados da otimizacéao dos processos
analiticos de sinal versus a concentracdo de proteina Spike
(curva de calibracédo) podem ser observados na Figura 3.

Seletividade de membrana e proteina viral

[047] Esse novo sistema foi testado em funcdo da sua
seletividade a outros virus e a especificidade da camada de
biorreconhecimento (conforme mostrado nas Figuras 4 e 2,
respectivamente). Para a avaliacdo da seletividade, os
biossensores foram incubados por 50 min com 25 ng/mL das
proteinas NS1 do virus da Dengue e Zika e comparados com a
resposta da proteina Spike (os resultados sdo mostrados na
Figura 4). A especificidade da camada de biorreconhecimento
foi comprovada utilizando membranas com baixa expressdo do
receptor ACE-2 e através de um lipossomo sintético
(composicédo baseada no lipidio dipalmitoilfosfatidilcolina
- DPPC) sem qualquer receptor, imobilizadas na superficie do
eletrodo de ITO através do mesmo procedimento descrito para
a obtencdo dos Dbiossensores. Esses biossensores foram
avaliados em funcdo do seu biorreconhecimento com 50 ng/mL
da proteina Spike (os resultados s&o mostrados na Figura 2).

E importante ressaltar que na auséncia do receptor ACE-2
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nenhuma resposta de EIS foi observada.

Resultados

[048] O tempo de imersdo do eletrodo em cada uma das
etapas de modificacdo, assim como a concentracdo de cada um
dos componentes do biossensor foram cuidadosamente testados
e otimizados, visando o melhor funcionamento do dispositivo.

[049] A caracterizacdo das etapas de construgdo do
dispositivo foi realizada através das técnicas de VC e EIS.
Para isso, apdbds cada etapa de modificacdo na superficie do
eletrodo eram realizadas medidas. Como esperado, ITO-APTES
apresenta uma resisténcia de transferéncia de carga (Rcc)
baixa quando comparada a outras etapas de modificacdo, sendo
possivel observar no grafico de Nyquist, caracteristico de
medidas de EIS, um valor de Ric = 2,5 kQ, seguido do processo
de difusdo dos ions ferricianeto em solucdo. Apds a
imobilizacdo da camada de Dbiorreconhecimento (ITO-APTES-
mVero ou ITO-APTES-mCalu), os valores de Rt sdao calculados
em termos de ARtc pois deve-se levar em consideracdo a etapa
anterior. Nesse caso, observa-se um elevado aumento na ARcc
de aproximadamente 4,5 kQ para ITO-APTES-mVero e ARtc 3,4 kQ
para ITO-APTES-mCalu - determinada pelo diadmetro do
semicirculo no diagrama de Nyqust indicado na Figura 2. Apéds
a incubacdo do biossensor em solucdo contendo 25 ng/mL da
proteina Spike, a ARtc aumentou 3,5 kQ para ITO-APTES-mVero
e ARtc 8,1 kQ para ITO-APTES-mCalu, indicando o
biorreconhecimento entre a camada da base de membrana celular
rica em receptor ACE-2 e a proteina Spike. O acompanhamento
das etapas de construcdo dos biossensores pela técnica de VC
levou a resultados semelhantes. Neste caso, o aumento da ARtc

leva a diminuicdo do pico de oxidacdo da molécula redox

Peticao 870220038164, de 03/05/2022, pag. 35/48



21/25

ferrocianeto de potédssio, assim como seu deslocamento para
potenciais mais positivos.

[050] Ao utilizar uma camada de biorreconhecimento
que continha poucos receptores ACE-2 foi verificado que o
valor de AR¢c permaneceu praticamente inalterado. Para uma
camada de biorreconhecimento composto de membranas da célula
mA549 com baixa expressdo do receptor ACE-2 observa-se um
valor baixo de ARtc, de aproximadamente 0,26 kQ, mostrado na
Figura 2. Esse fato é esperado devido a quantidade de
receptores ACE-2 expresso na camada de biorreconhecimento,
isso é, a resposta da camada sem receptor ACE-2 é c.a. de

7,4% em relacdo a resposta do biossensor ITO-APTES-mVero de

o°

apenas 2,5 em relacdao ao ITO-APTES-mCalu. O mesmo
comportamento é observado quando uma vesicula de lipidio
sintético é imobilizada na superficie do eletrodo, note que
a ARtc € praticamente nula.

[051] A caracterizacdo eletroquimica do sistema
demonstrou que a camada de biorreconhecimento proveniente de
membranas celulares s&o capazes de reconhecer a proteina
Spike em concentracgdes na ordem de ng/mL, isso é&, intervalo
de 10 a 120 ng/mL com um limite de deteccdo de 10,3 pg/mL e
8,70 pg/mL e quantificacdo de 31,1 pg/mL e 26,6 pg/mL. Ainda,
0s estudos de seletividade revelaram que essa plataforma foi
capaz de diferenciar as proteinas NS1 de Dengue e Zika. Na
auséncia da membrana celular que contenha o receptor ACE-2,
nenhuma resposta de espectroscopia de impedéancia
eletroquimica de biorreconhecimento foi observada.

[052] Dessa forma, a construcdo de uma curva de

calibracdo utilizando a resposta da EIS mostra gque, como

esperado, o aumento na concentracdo da proteina Spike leva
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a um aumento na ARtc para os dois biossensores (ITO-APTES-
mVero ou ITO-APTES-mCalu). Foli observada uma relacdo linear
entre ARtc € a concentracdo da proteina Spike no intervalo
de 10 a 120 ng/mL para ITO-APTES-mVero e 10 a 80 ng/mL para
ITO-APTES-mCalu. Os pardmetros analiticos do biossensor ITO-
APTES-mVero sdo: coeficiente de linearidade R? de 00,8046,
limite de deteccdo de 0,0103 ng/mL, calculado através do
desvio padré&o de dez brancos e quantificacdo de 0,0311 ng/mL.
A regressdo linear mostra que a curva de calibracdo segue a
equacdo Rtc = 3520 + 52,77x103 [Spike]. J& para o biossensor
ITO-APTES-mCalu, os pardmetros analiticos s&o: coeficiente
de linearidade R? de 0,9139, limite de deteccdo de 0,0087
ng/mL, calculado através do desvio padrdo de dez brancos e
quantificacdo de 0,0266 ng/mL. A regressdo linear mostra que
a curva de calibracdo segue a equacdo Rec = 754,5 + 47,91x103
[Spike], conforme mostrado nos resultados da Figura 3.

[053] O dispositivo biossensor apresentou alta
seletividade na deteccgdo de outras proteinas associadas a
outras infecgdes virais, como a proteina NS1 da Dengue ou
Zika, com diferencas significativas nas respostas de EIS,
como observado na Figura 4. A resposta relacionada a estes
virus foi semelhante a obtida somente em PBS e, como
esperado, apresentou um ARt significativamente menor do que
a proteina Spike na mesma concentragdo. Para o biossensor
ITO-APTES-mVero, a resposta do NSlDengue foi de 11,2% e de
3,65% para NS1lZika quando comparado ao valor da resposta da
Spike. E para o biossensor ITO-APTES-mCalu, a resposta do
NS1Dengue foi de apenas 4,75% e de 1,35% para NSlZika quando
comparado ao valor da resposta da Spike, diferenca ainda

mais significativa. Sendo assim, os biossensores construidos
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apresentaram especificidade no teste realizado.

[054] Assim, o dispositivo biossensor proposto na
presente invencdo difere de outras plataformas diagndésticas
de SARS-CoV-2 principalmente devido a camada de
biorreconhecimento e sua facil obtencdo. Atualmente, a
maioria ou totalidade dos sistemas diagnédésticos disponiveis
fazem uso do biorreconhecimento de sistemas
antigenos/anticorpos ou sequéncias de DNA.

[055] Além disso, foi constatado que a utilizacédo da
membrana celular com alta expressdo de receptores ACE-2
diminui os custos de producgdo de diagndsticos do tipo testes
rapidos para SARS-CoV-2. Isso evita a utilizacdo de moléculas
de alto valor agregado como antigenos/anticorpos,
possibilitando assim o© maior numero de testes/dia, e,
consequentemente, maior rastreabilidade de casos positivos.
Esta nova ferramenta de diagndéstico representa uma nova
oportunidade para o desenvolvimento de métodos mais
eficientes e seguros para o diagndéstico SARS-CoV-2,
diminuindo também as chances de falso positivos quando o
paciente estiver com sintomas similares aos do SARS-CoV-2,
porém decorrentes de outros virus, tais como a Dengue ou Zika.
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REIVINDICACOES

1. Processo para fabricacdo de dispositivo biossensor

caracterizado pelo fato de compreender as seguintes etapas:

a) Extrair e isolar membranas celulares de células de
epitélio renal saudaveis e de epitélio de carcinoma pulmonar
com superexpressdo do receptor ACE-2;

b) Obter vesiculas a partir das membranas da etapa
(a), seguido de incubacdo com EDC/NHS; e

c) Imobilizar as vesiculas obtidas em eletrodos
modificados com APTES.

2. Processo, de acordo <com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que as membranas celulares

utilizadas sdo preferencialmente de células de epitélio
renal saudéaveis da linhagem VeroCCL81 e de epitélio de
carcinoma pulmonar da linhagem Calu-3 com superexpressdo do
receptor ACE-2.

3. Processo, de acordo <com a reivindicacdo 1,

caracterizado de que os eletrodos sdo selecionados do grupo

consistindo principalmente em ITO, ouro, platina, carbono,
Uinico multiplex, preferencialmente eletrodos de ITO.
4. Processo, de acordo <com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que na etapa (b), as células

lisadas sdo centrifugadas (300 x g, 5 min), ressuspendidas
em tampdo gradiente de 0,25 M Sucrose, 10 mM HEPES, 100 mM
dcido succinico, 1 mM EDTA, 2 mM CaClz, 2 mM MgClz, pH 7,4,
homogeneizadas através de 80 ciclos (1900 rev/min) em um
homogeneizador e centrifugadas a 10000 x g, 10 min, em que
o sobrenadante é coletado e centrifugado a 100000 x g durante
2 h em ultracentrifuga, e ao final o pellet contendo as

vesiculas de membrana celular é ressuspendido em PBS contendo
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inibidores de protease e armazenado em freezer a -80°C.
5. Processo, de acordo <com a reivindicacdo 4,

caracterizado pelo fato de as membranas celulares extraidas

na etapa (a) serem mantidas em banho seco com EDC/NHS a 37°C
por 8 h, entre 3 e 12 mmol L'l e 2 e 8 mmol L-1, respectivamente,
em tampédo fosfato salino, onde posteriormente, na etapa (b)
sdo extrudadas através de membrana utilizando um miniextrusor
com poros de 100 nm.

6. Processo, de acordo com a reivindicacéao 1,

caracterizado pelo fato de que na etapa (c), o eletrodo

previamente limpo, é modificado com a imobilizacdo do APTES,
pela imersdo por 1 hora em uma solugdo contendo 2% v/v de (3-
aminopropil)-triethoxisilano (APTES) em etanol; apds o tempo
de incubacdo, o eletrodo é lavado cuidadosamente com &gua
ultrapura e seco utilizando um jato de gas inerte N2(g); e o
eletrodo é imerso em uma dispersdo de vesiculas de membrana
celulares/ hidrocloreto de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC) / N-hidroxisuccinimida (NHS) em
concentracdes de 106, 107 ou 108 particulas/mL contendo o
receptor ACE-2, por tempos de 30 min, 1 h, 1h30 min e 2 h,
preferencialmente 1h30min em tampdo fosfato, 0,1 mol/L, pH 7,4.

7. Dispositivo biossensor fabricado conforme o
processo definido em qualquer uma das reivindicacgdes 1 a 6,

caracterizado pelo fato de que compreende vesiculas de

membrana de célula que superexpressam os receptores ACE-2
imobilizadas em plataforma de eletrodos condutores.
8. Dispositivo biossensor, de acordo com a

reivindicacdo 7, caracterizada pelo fato de gque a membrana

celular ¢é natural e extraida de qualgquer célula que

superexpresse o receptor ACE-2, preferencialmente de células
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de epitélio renal saudaveis da 1linhagem VeroCCL81 e de
epitélio de carcinoma pulmonar da linhagem Calu-3.
9. Dispositivo biossensor, de acordo com a

reivindicacdo 7, caracterizado pelo fato de que o eletrodo

condutor é selecionado do grupo consistindo principalmente
em 6xido de indio estanho (ITO), ouro, vidro, e polimero
metalizado com ouro ou com qualquer metal, preferencialmente
ITO.

10. Dispositivo biossensor, de acordo com a

reivindicacdo 7, caracterizado pelo fato de os eletrodos

condutores sao constituidos por qualquer plataforma
condutora, incluindo nanomateriais condutores, como
nanoparticulas metédlicas, grafeno, carbono amorfo, grafite,
nanotubos de carbono.

11. Dispositivo biossensor, de acordo com a

reivindicacdo 7, caracterizado pelo fato de que utiliza uma

plataforma de deteccdo por espectroscopia de impedancia
eletroquimica.
12. Uso do dispositivo biossensor conforme definido em

qualquer uma das reivindicagdes 7 a 11, caracterizado pelo

fato de ser para deteccdo in vitro de proteina Spike de SARS-
CoV-2.
13. Uso, de acordo com a reivindicacéao 12,

caracterizado pelo fato de que a deteccdo do SARS-CoV-2 é

realizada por biorreconhecimento via espectroscopia de
impeddncia eletrogquimica (EIS).
14. Uso, de acordo com a reivindicacéo 12,

caracterizado pelo fato de que, opcionalmente, diferencia a

proteina Spike das proteinas NS1 de Dengue e Zika.
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RESUMO
PROCESSO PARA FABRICAGCAO DE DISPOSITIVO BIOSSENSOR,
DISPOSITIVO BIOSSENSOR E SEUS USOS

A presente invencédo refere-se ao desenvolvimento de um
sistema diagnéstico com alta seletividade e de baixo custo
para o diagndéstico da SARS-CoV-2, baseado no reconhecimento
da proteina Spike do virus a receptores especificos presentes
em membranas celulares de células alvo, e com diferenciacéo
contra outros virus, utilizando as propriedades Unicas das
membranas celulares combinadas com as propriedades
cataliticas e de point-of-care de plataformas
eletroquimicas. Assim, a presente invencdo refere-se a um
processo para fabricacdo de um dispositivo biossensor para
SARS-CoV-2, bem como dispositivo biossensor para SARS-CoV-2
fabricado conforme o) processo previamente descrito,
compreendendo  vesiculas de membrana de células gue
superexpressam 0s receptores ACE-2, imobilizadas em
plataforma condutora de um eletrodo de éxido de indio estanho
(ITO), para leitura baseada na técnica de espectroscopia de

impedéncia eletroquimica (EIS).
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