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PLATAFORMA NANOESTRUTURADA PARA DETECGAO DA FEBRE
AFTOSA E MONITORAMENTO DO PROCESSO DE VACINAGCAO,
METODO DE DETECCAO DA FEBRE AFTOSA E MONITORAMENTO
DO PROCESSO DE VACINAGCAO E KIT

Campo da invencdo:

[01] Esta invencdo se 1insere no campo da
nanobiotecnologia e nanomedicina, mais
especificamente, na aplicacédo dos conhecimentos destas
tecnologias na detecgcdo de doengas e zoonoses, e
descreve plataformas nanoestruturadas que detectam e
reconhecem anticorpos anti-aftosa por meio de medidas
de condutividade elétrica.

[02] Adicionalmente, a presente invencéo
ensina um método de deteccdo da febre aftosa e o
monitoramento do processo de vacinac¢cdo utilizando as
plataformas, bem como um kit apropriado para tal.

Fundamentos da invencgdo:

[03] Devido, principalmente, ao grande
rebanho bovino e aliado a importédncia econdmica da
atividade pecuarista no Brasil, a febre aftosa se
tornou uma zoonose de enorme importdncia em saude
publica, afetando diversos produtores e familias
rurais.

[04] Um dos maiores problemas relacionados a
febre aftosa, além da perda de produtividade, deve-se
ao seu impacto negativo na balanca comercial e nas
exportacdes, devido as rigidas barreiras sanitéarias
impostas pelo mercado internacional. Além disso, o
elevado custo necessario para a sua prevencgdo,

controle e erradicacdo oneram sobremaneira os cofres
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publicos e privados.

[05] A febre aftosa é& uma enfermidade viral,
contagiosa e de evolucdo aguda, de um virus
pertencente a familia Picornaviridae e o género
Aphthovirus, de incidéncia em Dbovinos, bubalinos,
ovinos, caprinos e suinos.

[00] Nos animais, provoca febre e leva a
formacdo de vesiculas na boca e nos espacos
interdigitais. Os casos de ocorréncia em humanos sao
raros.

[07] Devido, principalmente, ao fato de seu
agente causador apresentar mutacdes genéticas, as
barreiras sanitarias impostas visam evitar que tipos
e cepas diferentes do virus sejam trazidos em carne
e/ou animais, mesmo que a doenca Jja& esteja presente
em um determinado pais.

[08] Apesar de ser uma enfermidade
amplamente difundida e estudada, o diagnéstico da
doencga pode ser extremamente dificil, devido a pequena
intensidade das lesdes presentes nos animais.

[09] Tal fato implica que o diagndéstico da
febre aftosa seja principalmente baseado em sintomas
clinicos e no diagnéstico laboratorial, o gqual, em
particular, é baseado no isolamento e identificacdo do
virus a partir de tecidos <coletados em animais
suspeitos de contaminacédo.

[10] Apesar de existirem métodos
imunoldbgicos convencionais para a deteccdo da febre
aftosa, estes sd0, na maioria dos casos, de custo

moderado e requerem equipamentos dedicados ou mdo de
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obra especializada. Além disso, os métodos
imunoldégicos atuais podem nédo ser eficientes tratando-
se de animais vacinados, pela ocorréncia de “falso-
positivos”, e metodologias ©para rastreamento da
vacinacdo efetiva de rebanhos em larga escala ainda
sdo escassas.

[11] De acordo com a classificacdo recente,
imunoensaios podem ser divididos em duas categorias
principais:

- Testes soroldgicos para deteccédo de anticorpos
ou antigenos no soro, e
- Testes cutédneos para a deteccdo de linfécitos.

[12] Em relacdo ao sistema de deteccéo,
varias técnicas tém sido empregadas, por exemplo,
precipitacao, floculacgédo, imunofluorescéncia,
radioimunoensaios e, ainda, testes imunoenzimaticos.

[13] Existem, atualmente, varios
imunoensaios wutilizados na detecgcdo de anticorpos
especificos e, consequentemente, da doenca. As
técnicas utilizadas atualmente para imunoensaios séo
soro-aglutinacdo rapida em placa, imunodifusdo em gel
de &gar, inibicdo da hemaglutinacdo e ELISA.

[14] Dentre os métodos acima, o ELISA é o
mais importante, e tem sido mais empregado para
deteccédo de antigenos e anticorpos para diagndéstico em
humanos ou em animais.

[15] Basicamente, o método consiste na
imobilizacdo de antigenos sobre uma fase sdélida,
geralmente uma micro-placa de poliestireno, os quais

reagem com anticorpos, e direta ou indiretamente
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produzem uma reacdo cujo produto, na maioria dos
casos, um indicador de cor, é medido por um
espectrofotdmetro.

[16] A interpretacéao dos resultados é
baseada na leitura da absorbédncia do meio reacional,
em comprimento de onda adequado. Esta absorbéncia sera
proporcional a gquantidade do antigeno ou do anticorpo
especifico presente na amostra testada.

[17] Embora seja o ensaio mais comumente
utilizado para testes de deteccdo e diagndstico da
febre aftosa, existe a necessidade de desenvolvimento
de novas técnicas ou aprimoramento da ELISA, com o
objetivo de baratear <custos e possibilitar o
rastreamento da doenca ou da ocorréncia de vacinacéo
em todo territdério nacional.

[18] Além de métodos tradicionais, outros
ndo convencionais tém sido amplamente divulgados, nos
quais o monitoramento de anticorpos é feito com a
utilizacdo de materiais nanoestruturados, incluindo as

nanoparticulas marcadoras fluorescentes.

[19] Esses métodos, apesar de ainda néo
totalmente estabelecidos e nao disponiveis
comercialmente, possuem grande potencial para

aplicacdo biotecnoldgica, devido a sua elevada
eficiéncia, seletividade e sensibilidade. Em varios
casos, o0s resultados s&o mais confidveis, reduzindo-
se o0s riscos de “falso-positivos”.

[20] Recentemente, o0s “nanomateriais” tém
sido utilizados em conjunto com moléculas bioldgicas

no desenvolvimento de  novos dispositivos para
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aplicacdo em A4reas dgue envolvam nanociéncia ou
biotecnologia. Estes dispositivos incluem desde
sistemas de liberacdo controlada de farmacos e
marcadores bioldégicos, até sistemas para diagndstico.

[21] Para o eficiente desenvolvimento destes
dispositivos, no entanto, é imprescindivel o
entendimento dos mecanismos de interacdo que ocorre
entre as biomoléculas imobilizadas e os nanomateriais,
bem como o controle dos métodos de manipulacédo
utilizados para imobilizacéo.

[22] Outro ponto importante é que, através
do entendimento das interacdes entre nanomateriais e
sistemas bioldgicos (como as proteinas e 0s
anticorpos), ¢é possivel otimizar o processo de
complexacao, aumentando a estabilidade do
nanocompdésito nanoparticula / biomolécula.

[23] As nanoparticulas metalicas, em
particular, apresentam propriedades quimicas e fisicas
diferenciadas, em muitos casos devido ao aumento de
sua area superficial.

[24] Dentre o0os metais utilizados, destacam-
se platina, ouro e prata. Uma atencdo consideravel tem
sido dirigida as nanoparticulas de ouro (AuNPs) ou de
6xido de ferro (magnéticas), por possuirem alta
estabilidade quimica e facilidade de complexacdo com
biomoléculas através de pontes de sulfeto.

[25] Assim, a presente invencdo refere-se a
plataformas nanoestruturadas que detectam e reconhecem
anticorpos anti-aftosa por meio de medidas de

condutividade elétrica.
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[20] A condutividade elétrica pode ser
mensurada por meio de dois sistemas distintos:

- Plataformas interdigitadas associadas a medidas
de espectroscopia de impeddncia AC e eletrodos
interdigitados; ou

- Plataformas baseadas nos transistores de efeito
de campo (FETs).

[27] Adicionalmente, a presente invencéo
ensina um método de deteccdo da febre aftosa e
monitoramento do processo de vacinacdo utilizando as
referidas plataformas e um kit para tal.

[28] Assim, é possivel monitorar ndo apenas
a presenca da enfermidade em rebanhos, como também se
o0 processo de vacinacdo do rebanho ocorreu de maneira
eficiente, podendo atuar como <certificadores de
vacinacéo.

[29] Estado da técnica:

[30] 0 documento de anterioridade WO
02/054055 Al descreve biossensores para uso na
deteccdo de um analito em uma amostra liquida, em que
0 biossensor apresenta circuitos multiplos e a analise
baseia-se em medidas eletroquimicas e utilizando
quadrupolos.

[31] O documento WO 03/027679 Al faz
referéncia a um método e um biossensor para a analise
de biomoléculas ligadas a um substrato para detectar
a presenca de analito em uma amostra pela ligacao
deste. O Dbiossensor utiliza a técnica de deteccéo
bptica.

[32] O documento inglés GB 2405203 B descreve
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sistemas e métodos compreendendo um sensor de um alvo
bioldégico, podendo este ser DNA, RNA, peptideos,
proteinas, anticorpos, antigenos, vetores, virus,
lipideos, é&cidos graxos e substratos inorgdnicos ou
eletroquimicos.

[33] O WO 03/056338 Al se refere a métodos
ndo invasivos para a deteccdo da presenca ou auséncia
do antigeno da Helicobacter pylori ou um metabdlito
por ela produzido em uma amostra bioldgica. Para isto,
faz-se uso de um biossensor contendo anticorpos
especificos contra a H. pylori ou fragmentos ligantes
de antigenos.

[34] Em nenhum dos documentos de
anterioridade citados sédo utilizadas medidas elétricas
de capacitdncia ou o conceito de FET, tal como na
presente invencdo. Além disso, nenhum dos documentos
menciona a detecg¢do de anticorpos anti-aftosa.

[35] Sumdrio da invencédo:

[36] Esta invencdao descreve plataformas
nanoestruturadas que detectam e reconhecem anticorpos
anti-aftosa por meio de medidas de condutividade
elétrica.

[37] Adicionalmente, a presente invencéo
ensina um método de deteccdo da febre aftosa e
monitoramento do processo de vacinacdo utilizando as
plataformas e um kit para tal.

[38] Breve descrigcdo das figuras:

[39] A Figura 1 é um esquema ilustrativo de
montagem das plataformas interdigitadas.

[40] A Figura 2 é um esquema ilustrativo do
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método de deteccdo utilizando plataformas FETs.

[41] As Figuras 3A e 3B representam
graficamente a curva resposta de deteccdo de
anticorpos anti-aftosa a varias concentracdes.

[42] Descricdo detalhada da invencdo:

[43] A invencéao descreve plataformas
nanoestruturadas que detectam e reconhecem anticorpos
anti-aftosa por meio de medidas de condutividade
elétrica.

[44] A invencédo consiste no principio de que
os anticorpos que podem estar presentes no sangue dos
animais (em casos ©positivos da enfermidade ou
vacinacdo) reagem com antigenos previamente obtidos
por extracdo de virus inativados (por meio de radiacéo
gama ou tratamento com paraformaldeido) e imobilizados
em circuitos elétricos.

[45] Apbs a reacdo, as plataformas de leitura
que contém os circuitos impressos sdo exaustivamente
lavadas, de maneira que somente os anticorpos da
doenca fiquem ligados a plataforma.

[46] Em seguida, sdo realizadas as medidas
elétricas AC e DC, verificando-se variacdes da
impedancia ou da corrente, respectivamente, e, de
acordo com o padrdo de resposta analisado, pode-se
inferir se ocorreu reacdo com anticorpos especificos
(casos positivos) ou ndo (casos negativos).

[47] Dessa forma, pelo uso das plataformas
da invencdo, ainda é ensinado um método de deteccéo
da febre aftosa e monitoramento do processo de

vacinacéo.
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[48] Fabricacdo dos circuitos elétricos e

método de deteccdo da febre aftosa e monitoramento do

processo de vacinacdo:

[49] O método de deteccdo da febre aftosa e
monitoramento do processo de vacinacdo baseia-se na
propriedade de qgque nanoparticulas metédlicas, ligadas
a anticorpos especificos, terem a capacidade de
aumentar a condutividade elétrica.

[50] A condutividade elétrica pode ser
mensurada por meio de dois sistemas distintos, os
quails estdo mais bem descritos abaixo.

- Plataformas interdigitadas:

[51] As plataformas interdigitadas sao
circuitos os quais sdo constituidos por trilhas
micrométricas metédlicas (ouro, cobre, cromo ou de
platina) sobre uma lamina de vidro ou resina epdxi.

[52] Esta metalizacdo origina dois contatos
elétricos depositados lado a lado na ldmina, separados
por um intervalo (“gap”) micrométrico sem metal, nos
quais sdo conectados dois fios finos para contato
elétrico com o sistema de leitura.

[53] No intervalo entre as trilhas, o qual
apresenta uma faixa que pode variar de 10 a 100 um,
preferencialmente 100 pm, sdo depositados os antigenos
especificos.

[54] A plataforma pode conter dezenas ou
centenas de trilhas, permitindo a realizacdo de
dezenas ou centenas de exames.

[55] Na figura 1, essa concretizacdo é

ilustrada e quatro duplas de trilhas estéo
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representadas.

[56] A amostra proveniente dos animais
investigados é adicionada a plataforma e deixada para
reagir por 15 a 30 minutos, seguido de pelo menos 3
lavagens com imersdo em tampdo.

[57] Apbs a complexacdo com a amostra, a
plataforma é colocada em contato com anticorpos anti-
IgG bovinos, os quais estéo complexados com
nanoparticulas metalicas.

[58] As nanoparticulas sdo obtidas pela
reacdo quimica de redugcdo na presenca de agentes
redutores e um polimero estabilizante, como a
poliamidoamina (PAMAM), poli cloreto de alilamina
(PAH) ou qguitosana. A complexacdo com oS anticorpos
anti-IgG bovino ocorre por meio de 1interacgdes
eletrostaticas ou covalentes.

[59] Apbs a reacdo, a plataforma é novamente
lavada por 3 vezes em imersdo em tampdo €, nos casos
em gue houve reacdo entre o anti-IgG bovino e o0
anticorpo antifebre aftosa, a plataforma ficara
ligada.

[60] O anti-IgG bovino estd associado as
nanoparticulas metdlicas e é capaz de alterar a
condutividade local do circuito elétrico.

[61] A impedancia da plataforma é registrada
a partir dos contatos elétricos, nos quais é aplicada
uma tensdo AC. No caso de uma reacdo positiva, a
presenca das nanoparticulas aumenta a condutividade,
uma vVvez dJgue as mesmas sdo capazes de conduzir

eletricidade.

Petic&io 870200080543, de 29/06/2020, péag. 22/33



11/15

[62] Nas plataformas em que ndo ocorre reacao
(resultado negativo), os anti-IgGs ndo ancoram com as
nanoparticulas e a condutividade é extremamente baixa.

- Plataformas tipo FET:

[63] Nesta abordagem, ndo sdo necessarios os
anticorpos secundarios complexados com as
nanoparticulas.

[64] A plataforma utilizada é a porta de um

transistor de efeito de campo (FET) ligado a um
circuito eletrbnico, sobre o qual é depositado o
antigeno da aftosa. Essa concretizacao esta
demonstrada na Figura 2.

[65] Quando em contato com anticorpos
especificos anti-aftosa, h& uma variacdo da resposta
elétrica do transistor, mais especificamente, da
tensdo, que determina a quantidade de anticorpos que
se ligaram a plataforma.

[66] O sistema de medida é constituido de um
amplificador instrumental operando como de seguidor de
tensdo e de um eletrodo de referéncia de prata /
cloreto de prata.

[67] Ou seja, a tensdo de entrada é igqual a
tensdo de saida. O eletrodo de trabalho e eletrodo de
referéncia s&o imersos em tampdo fosfato pH 7,5 (5 mM)
e, depois de um tempo de estabilizacdo, aliquotas de
antigeno anti-aftosa foram adicionadas no sistema de
medida.

[68] Preparo das plataformas:

[69] Os métodos da presente invencdo podem

ser executados pelo uso das plataformas interdigitadas
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ou tipo FET descritas, as quais sdo preparadas como
se segue:

- Plataformas interdigitadas:

[70] A lédmina metalizada é preparada para o
diagnéstico através da imobilizacdo de antigenos da
febre aftosa em sua superficie.

[71] Este procedimento consiste em imergir
0s substratos em uma solucdo etandlica 1 mM de acido
ll-mercaptoundecandéico (MUA) por 24 horas e lava-los
com etanol ou adgua deionizada pra se retirar o excesso,
formando, assim, uma monocamada de MUA.

[72] A monocamada é imersa em uma solucdo a
0,1 M de N-hidroxisuccinimida (NHS) e 0,1 M de N-etil-
N-(3-dietilamino propil) carbodiimida (EDC), para a
formacdo de um éster de NHS.

[73] Em seguida, o eletrodo é imerso em uma
solucdo contendo os antigenos e, através de uma
ligacdo covalente, os antigenos sdo imobilizados sobre
a plataforma.

[74] Apbs este periodo, a lédmina é lavada
trés vezes com PBS (pH 7,4 15 mM) e recebe suspensédo
blogueadora (leite desnatado 3% em PBS) por 1 h em
temperatura ambiente.

[75] A suspensdo blogueadora tem a funcdo de
preencher todos os espacos da ladmina que ndo receberam
os antigenos, impedindo, com isto, as ligacdes diretas
dos anticorpos ao metal e, dessa forma, excluindo
falsos positivos.

[76] Por fim, a lé&mina é lavada trés vezes

com PBS e é utilizada imediatamente ou armazenada a -
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20°C.

- Plataformas tipo FET:

[77] Nesse caso, os antigenos sao
depositados sobre substratos de vidro recobertos com
uma pelicula fina de ouro (metalizados).

[78] Os substratos sdo imersos em uma solucdo
etandlica (1 mM) de MUA (Acido ll-mercaptoundecandico)
por 24 horas e lavados com etanol ou agua deionizada
pra se retirar o excesso.

[79] Uma monocamada automontada de MUA ¢&,
entdo, formada. A monocamada é imersa em uma Ssolucdo
a 0,1 M de NHS (N-hidroxisuccinimida) e 0,1 M de EDC
(N-etil-N-(3-dietilamino propil) carbodiimida) para
formacdo de um éster de NHS.

[80] Em seguida, o eletrodo é imerso em uma
solucdo contendo os antigenos e, através de uma
ligagdo covalente, os antigenos sdo imobilizados sobre

a plataforma FET que é entdo conectada ao circuito

eletrdnico.
[81] Analise do material bioldgico:
[82] Para a andlise, pode ser utilizado soro,

plasma ou sangue total do animal, sendo mais préatica
a coleta de uma gota de sangue da orelha.

[83] A Figura 3 é& um exemplo de uma curva
resposta de detecgcdo de anticorpos anti-aftosa a
varias concentracdes.

[84] A anadlise ¢é realizada incubando o
material coletado na lédmina de diagnédéstico e, em
seguida, a mesma deve ser lavada com PBS.

[85] Apbs essa reacdo, a lamina recebe os
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anticorpos anti-IgG previamente complexados com as
nanoparticulas. Apdbds incubacéo, as laminas sé&o
exaustivamente lavadas.

[86] Sdo0 realizadas medidas de condutividade
DC, aplicando-se uma tensdo aos contatos metalizados
na placa, e medindo-se a corrente gerada.

[87] A ideia desta estratégia é de que, apds
a segunda reacdo, certa quantidade de nanoparticulas
deposite-se no intervalo entre os eletrodos, através
de reacdo entre os anticorpos anti-IgG e anticorpos
anti-febre aftosa imobilizados.

[88] Como essa reacao é altamente
especifica, os anticorpos anti-IgG aderem-se no
intervalo e, por estarem ligados a nanoparticulas
metédlicas, aumentam a condutividade do sistema.

[89] Este método possibilita a realizacédo do
exame 1in loco, uma vez dque necessita apenas de uma
simples reacdo e de um equipamento portatil para
leitura de corrente, tal como uma fonte de tensdo com
leitura de corrente ou um multimetro.

[90] Com isso, é possivel obter o resultado
soroldgico em 2 horas apds a coleta do sangue.

[91] A presente invencao possibilita
averiguar se o animal foi vacinado ou se esta doente,
pela inversdo da montagem da placa.

[92] Para tal fim, os anticorpos podem ser
adsorvidos no intervalo da placa e a reacgdo com O
sangue do animal permite a detecgdo de antigenos da
doenca (e ndo dos anticorpos).

[93] Kit:
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[94] Para a execucdo do método descrito, é
possivel desenvolver um kit para realizacdo do
diagnéstico in loco.

[95] O kit é composto por:

1) plataformas interdigitadas ou plataformas tipo
FETs;

2) solucdo compreendendo anticorpos anti-IgG
bovino ou suino ligados a nanoparticulas, em tampdo
apropriado;

3) solucdo tampdo para lavagem; e

4) circuito eletrdnico integrado em um
compartimento ao qual serd conectada a placa para
leitura e diagnéstico.

[90] As gotas do sangue sdo coletadas e
gotejadas sobre cada circuito elétrico. Aguarda-se 1
hora para reacdo e, em seguida, a placa é lavada com
a solucgao tampdao.

[97] A dispersdo com anticorpos anti-IgG
bovino ou suino é gotejada, aguarda-se 1 hora e lava-
se novamente a placa, a qual é conectada ao circuito
eletrbénico, e mede-se a variacdo da resposta elétrica

do circuito.
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REIVINDICACOES
1. Plataforma nanoestruturada para deteccdo da febre
aftosa e monitoramento do processo de vacinacéo

caracterizada pelo fato de ser:

- uma plataforma interdigitada constituida por trilhas
micrométricas metdlicas sobre uma lé&mina de vidro ou resina
epdxi, ou

- uma plataforma tipo FET (transistor de efeito de
campo) .

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

caracterizada pelo fato de que a plataforma interdigitada

apresenta dezenas ou centenas de trilhas micrométricas
metdlicas de ouro, cobre, cromo ou de platina, espacadas
entre si por um intervalo “gap” que varia de 10 a 100 pm,
preferencialmente 100 um.

3. Plataforma, de acordo com a reivindicacdo 2,

caracterizada pelo fato de que sdo conectados dois fios finos

para contato elétrico com o sistema de leitura.
4. Plataforma, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que, para a plataforma tipo FET,

o sistema de medida ¢é constituido de um amplificador
instrumental e de um eletrodo de referéncia de prata /
cloreto de prata.

5. Método de deteccdo da febre aftosa e monitoramento
do processo de vacinacdo utilizando a plataforma descrita na

reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que, quando

utiliza-se a plataforma interdigitada, o método compreende
as etapas de:
a) Adicionar a amostra proveniente dos animais a

plataforma e deixar reagir por 15 a 30 minutos;
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b) Lavar a plataforma pelo menos 3 vezes com imersdo em
tampao;

c) Colocar a plataforma em contato com anticorpos anti-
IgG bovinos complexados com nanoparticulas metalicas;

d) Lavar novamente a plataforma com imersdo em tampédo
por pelo menos 3 vezes;

e) Aplicar uma tensdo AC nos contatos elétricos da
plataforma; e

f) Registrar a impeddncia da plataforma.

6. Método, de acordo com a reivindicacéao 5,

caracterizado pelo fato de que as nanoparticulas sdo obtidas

pela reacgdo quimica de redugdo na presenca de agentes
redutores e um polimero estabilizante.
7. Método, de acordo com a reivindicacéo o,

caracterizado pelo fato de que o polimero estabilizante é a

poliamidoamina (PAMAM), poli cloreto de alilamina (PAH) ou
qguitosana.
8. Método, de acordo com a reivindicacéao 5,

caracterizado pelo fato de que, quando utiliza-se a

plataforma do tipo FET, as etapas (c) e (d) sdo suprimidas
e a tensdo aplicada é constante (DC).
9. Método, de acordo com a reivindicacéao 5,

caracterizado pelo fato de que a amostra para andlise é o

soro, o plasma ou o sangue total do animal.

10. Kit para a execugdo do método descrito nas
reivindicacdes 5 a 9, caracterizado pelo fato de compreender:

1) as plataformas interdigitadas ou tipo FET;

2) solucdo compreendendo anticorpos anti-IgG bovino ou
suino ligados a nanoparticulas, em tampdo apropriado, gquando

as plataformas sdo interdigitadas;
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3) solucdo tampdo para lavagem; e

4) circuito eletrdnico integrado em um compartimento ao

qual serd conectada a placa para leitura e diagndstico.
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