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RESUMO

“BIOSENSOR COMPREENDENDO NANOPARTICULAS METALICAS”

A presente invencdo revela um biossensor para a deteccédo
visual de um analito, com base nas propriedades de conversdo da
luz em calor de nanoparticulas de metal: o analito & wvisualmente
detetado pela alteracdo de cor nas Aareas de suporte (guando o
analito estd ©presente), produzido como resultado do calor
produzido ©pelas nanoparticulas de metal quando estas sé&o
irradiadas por uma fonte de luz externa. A utilizacdo do referido
biossensor num método para a deteccdo de analitos € também

reivindicada.
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DESCRICAO

“BIOSENSOR COMPREENDENDO NANOPARTICULAS METALICAS”

Campo da Técnica

A presente invencdo refere-se ao campo da biotecnologia,
especificamente ao campo dos biossensores, mais especificamente ao
campo dos biossensores com nanoparticulas de metal como um sistema

de transducao de sinal.

Antecedentes da Invencao

Em anos recentes, 08 biossensores foram contemplados
como alternativas analiticas aos métodos convencionais em campos
diferentes. Um biossensor é um dispositivo de andlise constituido
dois elementos fundamentais: um biorrecetor (um anticorpo, uma
Sonda de DNA, ou uma célula...) preparado para detetar
especificamente uma substéncia, tirando vantagem da especificidade
das interacdes moleculares, e um transdutor ou sensor, capaz de
interpretar a reaccdo de reconhecimento bioldgico produzida pelo
recetor e "de o transduzir" num sinal 6tico ou elétrico
quantificéavel. As caracteristicas mais relevantes destes
dispositivos que o0s tornam opc¢cdes altamente atrativas como
ferramentas analiticas sdo a sua especificidade, elevada
sensibilidade, capacidade de resposta que leva a um tampo de
andlise curto, a sua capacidade para ser incluida em sistemas
integrados, facilidade de automacdo, capacidade para trabalhar em

tempo real, sua versatilidade e baixo custo.
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O progresso no campo dos biossensores reside na
experiéncia adquirida ao longo dos anos no gue respeita a
capacidade de reconhecimento e propriedades de varias
biomoléculas. Muitos instrumentos bioldgicos que variam desde os
mais simples tais <como enzimas ou anticorpos até produtos
geneticamente modificados mais complexos foram utilizados como
elementos de reconhecimento. Por exemplo, Haes Aj et al. "Detection
of a biomarker for Alzheimer's disease from synthetic and clinical
samples using a nanoscale optical biosensor"™, Journal of the
American Chemical Society 2005, 127(7), 2264-2271), descreve um
biossensor adequado ©para a detecdo de ligandos difusiveis
derivados de amiloide-f3, ADDLs. Por outro lado, os recentes avangos
na microeletrdnica, nanotecnologia e as Unicas propriedades dos

materiais especificos foram chaves para estes dispositivos.

Apesar do mencionado, 08 presentes métodos de sensor néo
sdo sempre capazes de preencher os requisitos para a fiabilidade
e velocidade. O tempo necessario para realizar o ensaio e a
sensibilidade da técnica sdo algumas das limitacdes mais
significativas. Embora o desenvolvimento destes dispositivos tenha
sido principalmente focado no campo do diagndstico clinico, no seu
interesse em outros campos de aplicacdo incluindo os campos
ambiental, agroalimentar, quimico, farmacéutico e militar é estéa

a crescer atualmente.

A presente invencdo propde um novo biossensor com base
nas propriedades de conversdo de luz em calor de nanoparticulas de

metal.
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Breve Descrigdo da Invengédo

Um primeiro aspeto da presente invencdo refere-se a um

biossensor para a detecdo visual de um analito compreendendo:

a. Uma molécula de reconhecimento (biomolécula de
captura) capaz de <reconhecer o analito alvo,
imobilizado num suporte com uma superficie sensivel

ao calor;

b. Uma fonte de luz externa; e

c. Uma nanoparticula metal possuindo uma banda de
plasmdo de superficie funcionalizada com uma
segunda molécula de reconhecimento (biomolécula de

detecdo) capaz de reconhecer o analito alvo;

em que o termo "superficie sensivel ao calor" entende-
se como qualguer superficie capaz de experimentar uma alteracédo
experimental gquando aquecida, resultando em desenvolvimento de

imagem.

Um segundo aspeto da presente invencdo refere-se a um

biossensor para detecdo visual de um analito compreendendo:

a. Uma molécula de reconhecimento (biomolécula de
captura) capaz de reconhecer o analito alvo
imobilizado num suporte com uma superficie sensivel

ao calor;

b. Un fonte de luz externa;
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C. Uma segunda molécula de reconhecimento
(biomolécula de detecdo) capaz de reconhecer o
analito alvo, opcionalmente ligado a uma marca

molécula; e

d. Nanoparticulas de metal com uma banda de plasméo
de superficie funcionalizada com biomoléculas que
reconhecem especificamente a biomolécula de detecéo
ou a molécula marca com a qual a biomolécula de

detecdo foi modificada;

em que o termo "superficie sensivel ao calor" se entende
como qualquer superficie capaz de experimentar uma alteracéo
experimental gquando aquecida, resultando em desenvolvimento de

imagem.

Um terceiro aspeto da presente invencdo refere-se a um
biossensor para detecdo visual de um analito como definido no

segundo aspeto da invencdo, compreendendo:

a. Uma molécula de reconhecimento (biomolécula de
captura) capaz de reconhecer o analito alvo
imobilizado num suporte com uma superficie sensivel

ao calor;

b. Uma fonte de luz externa;

C. Uma segunda molécula de reconhecimento

(biomolécula de detecdo) capaz de reconhecer o
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analito alvo, a uma ou vArias moléculas de biotina;

e

d. Nanoparticulas de metal com uma banda de plasméo
de superficie funcionalizada com moléculas de
estreptavidina, moléculas de avidina ou semelhante,
que reconhecem especificamente as moléculas de

biotina;

em que o termo "superficie sensivel ao calor" entende-

se como qualguer superficie capaz de experimentar uma alteracédo

experimental quando aquecida, resultando em desenvolvimento de

imagem.

Um quarto aspeto da presente invencdo refere-se a um

biossensor para detecdo visual de um analito como definido no

segundo aspeto da invencdo, compreendendo:

a. Uma molécula de reconhecimento (biomolécula de
captura) capaz de reconhecer o analito alvo
imobilizado num suporte com uma superficie sensivel

ao calor;

b. Uma fonte de luz externa;

c. Uma segunda molécula de reconhecimento em que a

molécula ¢é um anticorpo (anticorpo de detecédo)

capaz de reconhecer o analito alvo; e
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d. Nanoparticulas de metal com uma banda de plasméo
de superficie funcionalizada com ligacdo de

anticorpos anti-Fc ao anticorpo de detecgdo;

em que o termo "superficie sensivel ao calor" entende-
se como qualquer superficie capaz de experimentar a alteracéo
experimental gquando aquecida, resultando em desenvolvimento de
imagem. Numa forma de realizacédo particular de qualquer dos aspetos
da invencdo, as moléculas de reconhecimento (biomoléculas de
captura e de detecdo) sdo selecionadas a partir da lista
consistindo em anticorpos, péptidos, enzimas, polissacaridos,
dcidos nucleicos (DNAs, RNAg), aptameros ou péptidos 4&cidos

nucleicos (PNAs), preferencialmente moléculas de DNA e anticorpos.

Em outra forma de realizacdo de qualgquer dos aspetos da
invencdo, a fonte de luz externa é um laser, em gque o laser tem
um comprimento de onda igual ao comprimento de onda do maximo da
banda de plasmido de superficie da nanoparticula de metal.

Em outra forma de realizacdo de qualgquer dos dois aspetos
da invencdo, a nanoparticula de metal é selecionada a partir da
lista consistindo em:

a. Nanoparticulas de ouro;
b. Nanoparticulas de prata; ou

c. Nanoparticulas de cobre

A  nanoparticula de metal ¢é ©preferencialmente um

nanoprisma de ouro triangular.
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Em outra forma de realizacdo de qualgquer dos dois aspetos
da invencédo, a superficie do suporte compreende um papel sensivel
ao calor ou uma membrana de celulose, membrana de nitrato de
celulose ou membrana de acetato de celulose. Preferencialmente, o
papel sensivel ao calor aderiu a um segundo suporte selecionado a
partir da lista —consistindo em vidro, silicone, cerédmica,
poliestireno, membrana de celulose, membrana de nitrato de

celulose ou membrana de acetato de celulose.

Um quinto aspeto da presente invencdo refere-se a
utilizacdo de um biossensor de acordo com o primeiro aspeto da

invencdo para a detecdo visual de um analito gque compreende:

a. Adicionar a amostra sempre gue o0 analito a ser
determinado estd presente num suporte com uma
superficie sensivel ao calor com a molécula de
reconhecimento do analito (biomolécula de captura)

imobilizada neste;

b. Incubacéo do suporte do passo a) com
nanoparticulas de metal com uma banda de plasmdo de
superficie funcionalizada com a segunda molécula de
reconhecimento do analito (biomolécula de detecdo);

e

c. Irradiacdo do suporte do passo b) com a fonte de

luz externa:

em que o termo "superficie sensivel ao calor" se entende

como dqualquer superficie capaz de experimentar a alteracéo
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experimental quando aquecida, resultando em desenvolvimento de

imagem.

Um sexto aspeto da invencdo refere-se a utilizacido de um

biossensor para detecdo visual de um analito como definido no

segundo aspeto da invencdo, para a detecdo de um analito que

compreende:

a. Adicionar a amostra na qual o analito a ser
determinado estd presente a um suporte com uma
superficie sensivel ao calor com a molécula de
reconhecimento do analito (biomolécula de captura)
imobilizado nesta;

b. Incubacdo do suporte do passo a) com a segunda
molécula de reconhecimento do analito (biomolécula

de detecdo) opcionalmente marcada com uma marca;

c. Incubacéo do suporte do passo b) com
nanoparticulas de metal com uma banda de plasmdo de
superficie funcionalizada com uma biomolécula que
reconhece especificamente a biomolécula de detecédo
ou a marca com gue a biomolécula de detecdo foi

modificada; e

d. Irradiacdo do suporte do passo c¢) com a fonte de

luz externa:

em que o termo "superficie sensivel ao calor" se entende

como qualquer

superficie capaz de experimentar uma alteracédo

experimental quando aquecida, resultando em desenvolvimento de

imagem.
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Uma forma de realizacdo preferida do sexto aspeto da
invencdo refere-se a utilizacdo de um biossensor para a detecdo de

um analito que compreende:

a. Adicionar a amostra na qual o analito a ser
determinado estd presente a um suporte com uma
superficie sensivel ao calor com a molécula de
reconhecimento do analito (biomolécula de captura)

al imobilizada;

b. Incubacdo do suporte do passo a) com uma segunda
molécula de reconhecimento do analito (biomolécula
de detecdo) marcada com pelo menos uma molécula de

biotina;

c. Incubacéo do suporte do passo b) com
nanoparticulas de metal com uma banda de plasmdo de

superficie funcionalizada com estreptavidina; e

d. Irradiacdo do suporte do passo c¢) com a fonte de

luz externa:

em que o termo "superficie sensivel ao calor" entende-
se como qualquer superficie capaz de experimentar a alteracéo
experimental quando aquecida, resultando em desenvolvimento de

imagem.

Outra forma de realizacdo preferida do sexto aspeto da
invencdo refere-se a utilizacdo de um biossensor para a detecdo de

um analito que compreende:
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a. Adicionar a amostra na gqual o analito a ser
determinado estd presente a um suporte com uma
superficie sensivel ao calor com a molécula de
reconhecimento do analito (biomolécula de

captura) ai imobilizada;

b. Incubacdo do suporte do passo a) com uma segunda
molécula de reconhecimento (biomolécula de

detecdo) que serd um anticorpo;

c. Incubacéo do suporte do passo b) com
nanoparticulas de metal com uma banda de plasmio
de superficie funcionalizada com um anticorpo

anti-Fc; e

d. Irradiacdo do suporte do passo c¢) com a fonte de

luz externa:

em que o termo "superficie sensivel ao calor" se entende
como dqualquer superficie capaz de experimentar a alteracéo
experimental gquando aquecida, resultando em desenvolvimento de

imagem.

Um sétimo aspeto da invencdo refere-se a utilizacdo de
um biossensor como definido no primeiro aspeto da invencgdo para a

detecdo de um analito que compreende:

a. A adicdo a uma amostra na qual o analito a ser
determinado estd presente nanoparticulas de metal

com uma banda de plasméao de superficie
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funcionalizada com a segunda molécula de

reconhecimento do analito (biomolécula de detecdo);

b. Extracdo do analito ligado as nanoparticulas a
partir da amostra do passo a) preferencialmente

através de um processo de centrifugacdo;

c. Adicdo da extracdo do passo b) a um suporte com
uma superficie sensivel ao calor com a molécula de
reconhecimento do analito (biomolécula de captura)

al imobilizada;

d. Irradiacdo do suporte do passo c¢) com a fonte

de luz externa;

em que o termo "superficie sensivel ao calor" se entende
como qualquer superficie capaz de experimentar uma alteracéo
experimental quando aquecida, resultando em desenvolvimento de

imagem.

Um oitavo aspeto da presente invencdo refere-se a
utilizacdo de um biossensor de acordo com gualquer dos aspectos ou
formas de realizacdo anteriores para a detecdo de aditivos,
farmacos, microrganismos patogénicos, componentes alimentares,
pesticidas, compostos téxicos ou na anédlise da necessidade

bioguimica de oxigénio.

Breve Descrigdo das Figuras

Figura 1 mostra o diagrama do sistema de reconhecimento

da presente invencéo.
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Figura 2: Figura 2a mostra reconhecimento de nanoprismas
CEA + anticorpo anti-CEA 3C6. Figura 2b mostra o reconhecimento de

nanoprismas de anticorpo anti-CEA-biotina 3C6 + estreptavidina.

Figura 3: Figura 3a mostra anticorpo anti-CEA 3Cl +
reconhecimento de nanoprismas CEA + anticorpo anti-CEA 3C6. Figura
3b mostra o reconhecimento de nanoprismas de anticorpo anti-CEA

3C1 + CEA+ de anticorpo anti-CEA-biotina 3C6 + estreptavidina.

Figura 4 mostra o reconhecimento de nanoparticulas de

ouro anticorpo anti-CEA 3Cl + CEA+ anticorpo anti-CEA 3Co6.

Figura 5 mostra o reconhecimento de nanoprismas de
anticorpo anti-CEA 3Cl + CEA + anticorpo anti-CEA 3C6-ouro com
diferentes tempos de irradiacdo e diferentes distdncias entre a
superficie e o laser. A Figura ba mostra o tempo de irradiacdo de
10 segundos a uma maior distédncia. A Figura bb mostra o tempo de

tempo de irradiacdo de 2 segundos a uma distédncia mais curta.

Figura 6: mostra anticorpo anti-CEA 3Cl + reconhecimento
de nanoprismas CEA + anticorpo anti-CEA 3C6 (em tampdo PBS e

amostras de plasma sanguineo).

Figura 7 mostra o reconhecimento do anticorpo anti-CEA
3C1 + CEA + anticorpo anti-CEA 3C6-nanoprismas de ouro em amostras

de plasma sanguineo e detecdo através de camara de infravermelhos.

Figura 8 mostra os trés diagramas do esquema do

biossensor descrito na Exemplo 5.
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Descrigdo da Invenc¢do

A presente invencéao refere-se a um biossensor
compreendendo (i) uma molécula de reconhecimento (biomolécula de
captura) capaz de reconhecer o analito alvo; (ii) um suporte com
uma superficie sensivel ao calor; (iii) uma fonte de luz externa;
(iv) wuma segunda molécula de reconhecimento (biomolécula de
detecdo) capaz de reconhecer o analito alvo e (v) uma nanoparticula
de metal possuindo a banda de plasméo de superficie, caracterizada
por o analito ser visualmente detetado pela alteracdo de cor nas
dreas do suporte onde o analito estd presente, produzido como um
resultado do calor gerado pelas nanoparticulas de metal gquando

estas sdo irradiadas com a fonte de luz externa.

0 biossensor da presente invencéo utiliza as
propriedades de conversdo de luz em calor das nanoparticulas de
metal como um sistema de transdugao de sinal. A base para utilizar
este sistema como uma etiqueta em biossensores é devido a presenca
da banda de absorcdo de superficie de plasmido. Estas bandas de
absorcdo sdo produzidas quando a frequéncia da luz que atinge a
nanoparticula estd em ressonédncia com a frequéncia de oscilacgéo
colectiva dos electrdes na banda de conducdo de particula, gue
causa excitacdo. Este fendmeno é conhecido como “ressonédncia de
plasmdo de superficie localizada” (LSPR). A posicdo no espectro da
banda de ressonédncia depende grandemente da forma da particula, do
tamanho e da estrutura (oco ou s6lido), assim como no meio
dieléctrico em que a particula se encontra. A LSPR leva a
coeficientes de extincdo molar elevados (~3x10!1 M1 cm™1), com uma
eficiéncia equivalente a 106 moléculas de fluordforo e um aumento

significativo no campo elétrico local prdéximo da nanoparticula.
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As nanoparticulas de metal tais como nanoparticulas de
ouro, prata ou cobre tém este efeito de ressonédncia de plasmido de
superficie. Quando irradiado com uma elevada intensidade de fonte
de luz externa com uma frequéncia adequada, tal como um laser,
estas particulas séo capazes de libertar parte da energia absorvida
na forma de calor, causando um aumento localizado da temperatura

na sua superficie.

Esta producdo de calor controlada é a base do novo
sistema de detecdo que foi desenvolvido. Este calor produzido causa
uma alteracéo perceptivel numa superficie adequadamente
selecionada sensivel ao calor. Neste sentido, os inventores da
presente invencdo descobriram gue, surpreendentemente, um limite
de detecdo da ordem dos picogramas ¢ obtido nas experiéncias
conduzidas utilizando a alteracdo de cor nas &areas de suporte em
que o analito estd presente, produzida pelas nanoparticulas de
metal quando estas sdo irradiadas com a fonte de luz externa como
meio de detecdo. Deste modo, o Exemplo 4 da presente invencéo
ilustra como um limite de detecdo foi obtido utilizando a detecéo
visual da presente invencdo, possuindo o referido limite uma ordem
inferior, e deste modo uma maior sensibilidade, do que a conseguida
nas experiéncias conduzidas utilizando uma cémara de
infravermelhos como meio de deteccdo. Este surpreendente resultado
levou ao desenvolvimento de um biossensor possuindo as seguintes
caracteristicas : (i) elevada sensibilidade, (idi) elevada
seletividade ou especificidade, uma vez que o biossensor interage
exclusivamente com o analito de interesse e ndo com outros analitos
possuindo propriedades semelhantes; (iii) elevada fiabilidade uma
vez que ndo existirdo problemas de ruido no sistema de transducdo
devido a amostra a ser analisada; (iv) baixo custo de producédo;

(v) tempo de andlise curto que permite realizar acgdes se
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necesséario; (vi) o pré-tratamento da amostra é desnecessédrio, que
leva a poupanca de tempo, material e reagentes; (vii) a simples
manipulacdo de modo a que ndo seja necessidrio pessoal qualificado
para utilizar o biossensor; (viii) capacidade para realizar as
andlises em tempo real, e (ix) portatil para permitir a realizacéo

de andlises in situ.

Deste modo, um primeiro aspeto da presente invencéo
refere-se a um biossensor para detecdo visual de um analito

compreendendo:

a. Uma molécula de reconhecimento (biomolécula de
captura) capaz de reconhecer o analito alvo,
imobilizado num suporte com uma superficie

sensivel ao calor;

b. Uma fonte de luz externa; e

c. Uma nanoparticula de metal possuindo a banda de
plasmdo de superficie funcionalizada com a
segunda molécula de reconhecimento (biomolécula

de detecdo) capaz de reconhecer o analito alvo;

em que o termo “superficie sensivel ao calor” se entende
como dqualquer superficie capaz de experimentar a alteracéo
experimental quando aquecida, resultando em desenvolvimento de

imagem.

Deve ser dada énfase ao facto de gque no contexto da
presente invencdo a detecdo visual se entende como qualguer detecédo

que pode ser distinguida a olho nu sem necessidade de utilizar
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qualguer tipo de instrumentacdo para deteccdo tal como uma camara

de infravermelho.

No contexto da presente invencdo, a fonte de luz externa
entende-se como qualguer fonte de radiacdo eletromagnética com
energia entre 380 nm e 1100 nm, com a capacidade de causar
excitacdo da banda LSPR das particulas de metal com base nas de
ouro, prata, cobre ou gualquer das suas ligas ou estados oxidados,
preferencialmente no intervalo do infravermelho préximo (entre 750
e 1100 nm) porque a absorcdo de energia pelas biomoléculas
interferentes presentes na amostra que absorvem no intervalo do
espetro visivel (hemoglobina, etc.) ndo ocorre nesse intervalo de
energia. A fonte de luz externa pode ser uma fonte de 1luz
monocromatica ou policromédtica, preferencialmente uma fonte de luz

monocromatica.

No contexto da presente invencdo, nanoparticula de metal
possuindo a banda de plasmido de superficie entende-se como qualquer
agrupamento mono- ou policristalino de Atomos de metal em qualquer
dos seus estados de oxidacédo, ou qualquer das suas ligas, possuindo
todos dimensdes geométricas entre 1 e 1000 nm, preferencialmente
entre 1 e 200 nm. Numa forma de realizacdo preferida da invencéo,
0os referidos &4tomos de metal sdo metais nobres. Numa forma de
realizacido mais preferida da invencédo, os referidos dtomos de metal
sdo 4tomos de ouro, prata ou cobre. Ainda numa forma de realizacéo
mais preferida da invencdo, estes sdo 4&tomos tubulares ou

triangulares de ouro ou prata.

No contexto da presente invencéo, a molécula de

reconhecimento ou biomolécula de captura entende-se como gualquer
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molécula capaz de que reconhecer esgpecificamente um analito

especifico em qualgquer tipo de interaccdo quimica ou bioldgica.

No contexto da presente invencdo, a segunda molécula de
reconhecimento ou biomolécula de detecdo entende-se como gualquer
molécula capaz de gue reconhecer egpecificamente um analito

especifico em qualguer tipo de interaccdo quimica ou bioldgica.

As moléculas utilizadas como elementos de reconhecimento
nos biossensores da presente invencdo devem ter uma afinidade
suficientemente selectiva para reconhecer um analito especifico na
presenca de outros compostos, em adi¢cdo a serem estéaveis ao longo
do tempo e conservarem a sSua estrutura e a sua atividade bioldgica

uma vez imobilizados no suporte e na superficie das nanoparticulas.

Anticorpos, péptidos, enzimas, proteinas,
polissacaridos, é&cidos nucleicos (DNAs), aptameros ou péptidos
dcidos nucleicos (PNAs) podem ser utilizados como moléculas de

reconhecimento no sistema desenvolvido.

Na maioria dos casos, 0s biorrecetores mais amplamente
utilizados sdo 4&4cidos nucleicos, anticorpos ou fragmentos de
anticorpo, sendo os anticorpos ou fragmentos de anticorpo gue
levaram ao maior numero de técnicas Uteis em diagndéstico. A razéo
reside na flexibilidade do sistema imunitario produzir uma
quantidade virtualmente ilimitada de anticorpos com diferentes
seletividades e uma elevada afinidade ara o seu antigénio
correspondente. Atualmente, é possivel obter anticorpos
monoclonais ou fragmentos de anticorpo de virtualmente qualquer
molécula independentemente do tamanho. Por outro lado, uma das

vantagens oferecidas pelos anticorpos ¢ a homogeneidade estrutural
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destas proteinas, que ¢ independente da sua especificidade. Isto
permite padronizar métodos relacionados com a utilizacdo destes
como reagentes imunoquimicos, tais como a Sua congervacdo ou
imobilizacdo a superficie do transdutor. 0Os fragmentos de
anticorpo (Fab ou fragmento Fv de cadeia Unica) gue preservam a
sua estrutura e a capacidade de reconhecimento do seu antigénio,
assim como anticorpos recombinantes, tais como a segunda geracéo
de anticorpos monoclonais ou minicorpos, podem ser preparados como
moléculas de reconhecimento através da utilizacdo de técnicas de

biologia molecular.

Por outro lado, o0s aptameros sdo moléculas gue podem
substituir anticorpos em certas aplicac¢des devido ao seu pequeno
tamanho e baixa imunogenicidade. Os aptéameros sdo adcidos nucleicos
de cadeia simples possuindo formas tridimensionais bem definidas

que lhes permitem a ligacdo a molécula alvo de uma maneira

semelhante a dos anticorpos. Os aptémeros combinam as
caracteristicas bptimas de pequenas moléculas (baixa
imunogenicidade, elevada difusdo, etc.) e de anticorpos (elevada
egspecificidade e afinidade, e estabilidade quimica). Outra

vantagem no que respeita aos anticorpos monoclonais € que estes
sd0 qguimicamente sintetizados em vez de serem biologicamente

eXpressos.

Os &cidos nucleicos séo capazes de detetar variacdes
numa base Unica numa sequéncia complementar de DNA. Estes podem
ser utilizados em processos de sequenciacdo de genes, anédlise de
expressdo de genes e na detecdo de mutacdes de DNA e alteracdes
associadas com doencgas especificas, uma vez dgque ¢é possivel
construir sinteticamente sequéncias de nucledbdétidos correspondentes

a estrutura dos genes previamente identificados. Actualmente, a
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sua utilizacdo estd a ser substituida por cadeias de PNA porque
estas tém uma maior estabilidade bioldgica (contra a degradacéo
por varias enzimas) e estabilidade guimica (mais resistente a
variacgdes no pH ou forca idnica). Além disso, uma vez dJgue ao
contrario do DNA estes ndo contém unidades de 2'-desoxi-D-ribose
nem ligacdes fosfodiéster, tém uma estrutura neutral que reduz a
repulsa electrostdtica durante a  hibridacédo, estabelecendo
ligacdes mais fortes; possuindo adicionalmente uma adsorgdo néo

especifica.

O elemento de reconhecimento (biomolécula de captura) do
sensor serd normalmente imobilizado num suporte com uma superficie
sensivel ao calor por retencdo fisica dentro de uma matriz
(captura), adsorcdo fisica na matriz através de interaccdes

iénicas ou hidrofdébicas, ou ligacdo através de ligacdo covalente.

Neste sentido, no contexto da presente invencdo, suporte
com uma superficie sensivel ao calor entende-se como qualquer
superficie capaz de experimentar uma alteracdo experimental guando
aquecida, resultando em desenvolvimento de imagem. O papel térmico
que leva ao desenvolvimento de sinal apds estar sujeito a um
aumento de temperatura devido a sua sensibilidade ao calor, sera
preferencialmente utilizado como a superficie sensivel ao calor.
O papel térmico é considerado como qualgquer papel possuindo uma
camada térmica que incorpora um corante, um sensibilizador e um de
agente de desenvolvimento de cor (independentemente dos
componentes quimicos com que foi preparado) capazes de reagir uns
com oS8 outros produzindo uma imagem apds ter sido sujeito a um
aumento de temperatura. Em outras formas de realizacédo preferidas,
qualguer polimero smart gque, apds estar sujeito a um estimulo

externos tal como mudanca de temperatura, leva a uma resposta nas



PE2878950 -20-

propriedades do polimero tais como: contragdo, curva, alteracdo de
cor, alteracdo de estado, luminescéncia, etc., seréd utilizado como
a superficie sensivel ao calor. Os tipos de polimeros sensiveis a
temperatura incluem: PNIPAM, poli(N-isopropilacrilamida), poli (N-

vinilpiperidina) ou poli(N-vinilcaprolactama).

Num forma de realizacdo da invencdo, o suporte com uma
superficie sensivel ao calor do sistema compreende pelo menos um
suporte sensivel ao calor em gue o reconhecimento molecular ocorre,
tal como uma membrana feita de celulose ou seus derivados (nitrato

de celulose, acetato de celulose, etc) ou papel sensivel ao calor.

Em outra forma de realizacdo da invencdo, o suporte com
uma superficie sensivel ao calor do sistema compreende dois
suportes. Um primeiro suporte em gue a biomolécula de captura sera
imobilizada, e o referido suporte & uma membrana feita d celulose
ou seus derivados (nitrato de celulose, acetato de celulose, etc),
ou outros materiais tais como poliestireno, cerémica, silica ou
vidro. Um segundo suporte consistindo numa superficie sensivel ao
calor que levard ao desenvolvimento de sinal depois de estar
sujeito a um aumento de temperatura vaili aderir a este primeiro

suporte.

Um segundo aspeto da presente invencdo refere-se a um

biossensor para detecdo visual de um analito compreendendo:

a. Uma molécula de reconhecimento (biomolécula de
captura) capaz de reconhecer o analito alvo
imobilizado num suporte com uma superficie

sensivel ao calor;
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b. Uma fonte de luz externa;

c. Uma segunda molécula de reconhecimento
(biomolécula de detecdo) capaz de reconhecer o
analito alvo, opcionalmente ligado a uma

molécula marca; e

d. Nanoparticulas de metal com uma banda de plasméo
de superficie funcionalizada com biomoléculas que
reconhecem especificamente a biomolécula de detecéo
ou a molécula marca com gue a biomolécula de detecéo

foli modificada;

em que o termo “superficie sensivel ao calor” se entende
como dqualquer superficie capaz de experimentar a alteracéo
experimental quando aquecida, resultando em desenvolvimento de
imagem. Note-se de novo que a detecgdo visual se entende como
qualguer detecdo que pode ser distinguido a olho nu sem necessidade
de utilizar qualquer tipo de instrumentacdo para detecdo tal como
uma cémara de infravermelhos. Deste modo, o biossensor do segundo
aspeto da invencdo ndo compreende gqualquer tipo de instrumentacéo
capaz de detetar luz para conversdo por calor das nanoparticulas

de metal gquando estas sdo irradiadas com a fonte de luz externa.

No contexto da presente invencdo as moléculas marca s&o
entendidas como as moléculas gque sdo reconhecidas por afinidade
para um tipo de interacdo ligando-proteina ou para reconhecimento
molecular por hibridacdo entre as cadeias de &acido nucleico. No
primeiro caso, entende-se que a biomolécula de detecdo € modificada
com um antigénio, hormona, vitamina, tag poli-histidina, ou

dominios de lectina, entre outros. E deste modo entendido que os
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NPs s&do funcionalizados com anticorpos, aptameros, recetores,
proteinas ade ligacdo, acidos tricarboxilicos modificados com ides
de metal divalente, ou aclucares capazes de interagir
especificamente com a marca da biomolécula de detecdo,
respetivamente. No segundo caso entende-se que a biomolécula de
detecdo e as NP de ouro sdo funcionalizadas com cadeias
complementares de 4cidos nucleicos que ocorrem naturalmente (acido
desoxirribonucleico ou DNA, &cido ribonucleico ou RNA) ou &acidos
nucleicos artificiais (péptido &acido nucleico ou PNA, morfolinas,
etc.) ou combinacdes destes (DNA-DNA, PNA-DNA, DNA-PNA, PNA-PNA,

etc).

Um terceiro aspeto da presente invencdo refere-se a um
biossensor para detecdo visual de um analito como definido no

segundo aspeto da invencdo, compreendendo:

a. Uma molécula de reconhecimento (biomolécula de
captura) capaz de reconhecer o analito alvo
imobilizado num suporte com uma superficie sensivel

ao calor;

b. Uma fonte de luz externa;

C. Uma segunda molécula de reconhecimento
(biomolécula de detecdo) capaz de reconhecer o
analito alvo, ligados a uma ou varias moléculas de

biotina; e

d. Nanoparticulas de metal com uma banda de plasmio
de superficie funcionalizada com moléculas de

estreptavidina, moléculas de avidina ou
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semelhantes, que reconhecem especificamente as

moléculas de biotina;

em que o termo “superficie sensivel ao calor” entende-
se como qualquer superficie capaz de experimentar a alteracéo
experimental quando aquecida, resultando em desenvolvimento de

imagem.

Um quarto aspeto da presente invencdo refere-se a um
biossensor para detecdo visual de um analito como definido no

segundo aspeto da invencdo, compreendendo:

a. Uma molécula de reconhecimento (biomolécula de
captura) capaz de reconhecer o analito alvo
imobilizado num suporte com uma superficie sensivel

ao calor;

b. Uma fonte de luz externa;

c. Uma segunda molécula de reconhecimento em que a
molécula ¢é um anticorpo (anticorpo de detecédo)

capaz de reconhecer o analito alvo; e

d. Nanoparticulas de metal com uma banda de plasméo
de superficie funcionalizada com ligacdo de

anticorpos anti-Fc ao anticorpo de detecgdo;

em que o termo “superficie sensivel ao calor” se entende
como qualquer superficie capaz de experimentar uma alteracéo
experimental quando aquecida, resultando em desenvolvimento de

imagem.
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O dispositivo proposto é um sistema de reconhecimento
tipo “sanduiche”, entre uma molécula de “reconhecimento”,
biomolécula de captura (se for uma proteina tal como um anticorpo,
uma sonda de DNA, sonda PNA, etc.), imobilizados no suporte em gue
0 reconhecimento do analito ocorre, e uma segunda molécula de
detecdo, biomolécula de detecdo, (um segunda anticorpo, ou uma
sonda complementar de DNA) ligada a superficie da nanoparticula de
metal, direta ou indirectamente através do leitor de proteina e/ou
da marca. Ao funcionalizar os suportes e as nanoparticulas com as
correspondentes moléculas de reconhecimento, varios analitos podem

ser detetados seguindo a mesma estratégia.

Adicionalmente, do segundo ao quarto aspectos, a
presente invencédo refere-se esgpecificamente a um sistema de
detecdo universal. De facto, de acordo com o terceiro aspeto da
invencdo verifica-se como utilizando a deteccdo de biomoléculas
marcadas com biotina e funcionalizando as nanoparticulas de metal
com estreptavidina, as mesmas nanoparticulas conjugadas com esta
proteina podem ser utilizadas para diferente reconhecimento do
analito com base na interacdo avidina-biotina, evitando deste modo
ter de preparar o conjugado de detecdo nanoparticula-biomolécula
para cada analito a ser determinado. Outros exemplos serdo o quarto
aspeto da invencdo, em qgue um sistema de detecdo com base na
funcionalizacédo das nanoparticulas de metal com um anticorpo anti-
Fc capaz de reconhecer a regido Fc de quaisquer outros anticorpos
pode utilizar as mesmas nanoparticulas para diferente
reconhecimento de analito, desde que a biomolécula de detecdo deste

sistema seja um anticorpo.
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Deste modo, o dispositivo da presente invencdo permite
a anadlise multipla de amostras num Unico ensaio com um limite de

sensibilidade na ordem dos picogramas.

Numa forma de realizacdo da presente invencdo meramente
ilustrativa, a detecdo de um analito numa amostra especifica pode
ser efectuada por imobilizacdo da molécula de reconhecimento
(biomolécula de captura) num primeiro passo num suporte, por
exemplo numa membrana de nitrato de celulose. Depois, é efetuado
um segundo passo por adicdo da amostra na qual o analito a ser
determinado estd presente ao suporte, deixando tempo suficiente
para gue ocorra o reconhecimento antigénio-anticorpo. Finalmente,
num terceiro passo, o suporte é incubado com as nanoparticulas
funcionalizadas com a segunda molécula de reconhecimento
(biomolécula de detecédo). Apds reconhecimento molecular, o suporte
¢ colocado numa superficie sensivel ao calor, desde que o suporte
ndo tenha j& uma superficie sensivel ao calor, para ser irradiado
com a fonte de luz externa, por exemplo um laser gque emite no

infravermelho prdéximo, sendo assim o analito detetado.

No caso do segundo ao guarto aspeto da presente invencéo,
0 ensaio consiste num passo adicional. Por exemplo, no caso de
utilizacdo do dispositivo como definido no terceiro aspeto da
invencdo, no terceiro passo o suporte ¢ incubado com uma solucédo
da molécula de reconhecimento (biomolécula de detecdo), por
exemplo um anticorpo secunddrio marcado com biotina. Apds realizar
as lavagens correspondentes, ¢ realizado um gquarto passo de
incubacéo com as nanoparticulas funcionalizadas com
estreptavidina, para finalmente irradiar o suporte com o laser
emissor uma vez, as nanoparticulas em excesso sdo removidas por

lavagem do referido suporte.
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No caso do gquarto aspeto da invencdo em que a
nanoparticula foi funcionalizada com anticorpos anti-Fc apds o
passo de incubacdo com a amostra, para capturar o analito a ser
determinado, ¢ realizado um terceiro passo de incubacdo com um
anticorpo como uma biomolécula de detecdo. Apds realizar as
correspondentes lavagens, num quarto passo as nanoparticulas
funcionalizadas com o anticorpo anti-Fc sdo adicionadas, para
finalmente irradiar o suporte com o laser emissor uma vez, O

referido suporte é lavado.

Uma possibilidade para melhorar o limite de detecdo do
biossensor da presente invencdo consiste em realizar primeiro o
reconhecimento do reconhecimento do analito na amostra por adicgédo
das nanoparticulas funcionalizadas directamente na amostra. Deste
modo, quando ocorre o reconhecimento antigénio-anticorpo, o
analito com as nanoparticulas pode ser extraido através de
centrifugacdo. Este passo permite a concentracdo do analito
independentemente do volume de amostra e permite extrair o analito
dos restantes componentes da amostra em que se encontra. O resto
do método serd realizado da mesma maneira descrita acima, assim
que as nanoparticulas com o analito sdo recuperadas, estas séo
incubadas com a superficie sensivel onde a molécula de

reconhecimento foi imobilizada.

Deste modo, com biossensor descrito com base nas
propriedades das nanoparticulas de metal com uma banda de plasmé&o
de superficie como o sistema de transducdo (no efeito da
ressonédncia de plasmédo a superficie), é possivel detetar véarios
analitos directamente numa amostra rapidamente e selectivamente em

muito baixas concentracdes, na ordem dos picogramas.
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Adicionalmente, os Ultimos dois aspetos da presente
invencdo referem-se especificamente a um sistema de detecédo
universal. De facto, de acordo com estes aspetos da invencdo pode
ser verificado como utilizando biomoléculas de deteccdo marcadas
com biotina e funcionalizando as nanoparticulas de metal com
estreptavidina, as mesmas nanoparticulas conjugadas com esta
proteina podem ser utilizadas para reconhecimento de diferentes
analitos com base na interaccdo avidina-biotina, evitando assim
ter de preparar o conjugado nanoparticula-biomolécula de detecéo
para cada analito a ser determinado. O sistema de detegdo com base
na funcionalizacdo das nanoparticulas de metal com um anticorpo
anti-Fc capaz de reconhecer a regido Fc de qualguer dos outros
anticorpos pode utilizar as mesmas nanoparticulas para
reconhecimento de diferentes analitos, desde que a biomolécula de

detecdo deste sistema é um anticorpo.

Além disso, a presente invencdo refere-se aos seguintes

métodos de deteccdo de analito.

(1) Método para a detecdo de um analito que

compreende:

a. Adicionar a amostra na qual o analito a ser
determinado estd presente a um suporte com uma
superficie sensivel ao calor com a molécula de
reconhecimento do analito (biomolécula de

captura) ai imobilizada;

b. Incubacdo do suporte do passo a) com

nanoparticulas de metal com uma banda de
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plasmdo de superficie funcionalizada com uma
segunda molécula de reconhecimento do analito

(biomolécula de detecdo);

c. Irradiacdo do suporte do passo b) ou c) com

a fonte de luz externa; e

e. Detecdo do analito utilizando um terméfilo capaz
de detetar conversdo de luz em calor das
nanoparticulas de metal quando estas séo

irradiadas com a fonte de luz externa.

(2) Método para a detecdo de um analito que

compreende:

a. Adicionar a amostra na qual o analito a ser
determinado estd presente a um suporte com
uma superficie sensivel ao calor com a
molécula de reconhecimento do analito

(biomolécula de captura) ai imobilizada;

b. Incubacdo do suporte do passo a) com uma
segunda molécula de reconhecimento do
analito (biomolécula de detecdo) ligada a

pelo menos uma molécula marca;

c. Incubacdo do suporte do passo b) com
nanoparticulas de metal com uma banda de
plasmdo de superficie funcionalizada com
pelo menos uma molécula gque se liga

especificamente a marca;
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d. Irradiacdo do suporte do passo c¢) ou d) com

a fonte de luz externa; e

e. Detecdo do analito utilizando um termdéfilo
capaz de detetar conversdo de luz em calor das
nanoparticulas de metal quando estas sé&o

irradiadas com a fonte de luz externa.

Numa forma de realizacido preferida do método indicado
acima, a molécula marca ¢é biotina e a molécula que se liga
especificamente a marca é avidina ou estreptavidina ou a molécula
marca ¢é avidina ou estreptavidina e a molécula que se liga

especificamente a marca é biotina.

(3) Método para a detecdo de um analito que compreende:

a. Adicionar a amostra na gqual o analito a ser
determinado estd presente a um suporte com uma
superficie sensivel ao calor com a molécula de
reconhecimento do analito (biomolécula de

captura) ai imobilizada;

b. Incubacdo do suporte do passo a) com uma segunda
molécula de reconhecimento (biomolécula de

detecdo) que é a anticorpo de detecédo;

c. Incubacéo do suporte do passo b) com

nanoparticulas de metal com uma banda de plasmio
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de superficie funcionalizada com anticorpos

anti-Fc;

d. Irradiacdo do suporte do passo c¢) com a fonte de

luz externa e

e. Detecdo do analito utilizando uma termdfilo
capaz de detetar conversdo de luz em calor das
nanoparticulas de metal guando estas sdo irradiadas

com a fonte de luz externa.

(4) Método para a detecdo de um analito que compreende:
a. A adicdo a uma amostra na gual o analito a ser
determinado estéd presente, de nanoparticulas de metal com uma banda
de plasmdo de superficie funcionalizada com a segunda molécula de

reconhecimento do analito (biomolécula de detecdo);

b. Extracdo do analito com as nanoparticulas a partir da

amostra do passo a);

c. Adicdo da extracdo do passo b a um suporte com uma
superficie sensivel ao calor com a molécula de reconhecimento do

analito (biomolécula de captura) ai imobilizada;

e. Irradiacdo do suporte do passo c) com a fonte de luz

externa; e

f. Detecdo do analito utilizando um termdéfilo capaz de
detetar conversdo de luz em calor das nanoparticulas de metal

quando estas sdo irradiadas com a fonte de luz externa.
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Os biossensores da presente invencéo podem  ser
utilizados mas sem qualguer limitacdo para a detecdo de aditivos,
farmacos, microrganismos patogénicos, componentes alimentares,
pesticidas, compostos tdéxicos ou na anédlise da necessidade
bioquimica de oxigénio. Os biossensores da presente invencdo podem
ser utilizados para a detecdo de qualgquer tipo de analito

qualitativamente e quantitativamente.

Os exemplos que se seguem servem para meramente ilustrar

a presente invencéo.

ExemElos

Exemplo 1: Sintese de nanoparticulas de metal

o Sintese de nanoparticulas de ouro: A sintese

de nanoparticulas de ouro foi efectuada seguindo o método
descrito por Turkevich et al. “A study of the nucleation and
growth processes 1in the synthesis of colloidal gold”,
Discussions of the Faraday Society 1951, 11, 55-75. De acordo
com este método, 200 mL de uma solucéo de acido
tetraclorodurico a 0,01% em &gua ¢ agquecido a 100°C sob
agitacdo, e 5 ml de um citrato de trissdédico a 1% sédo
subsequentemente adicionadas como um agente de reducédo.
Quando se formam as nanoparticulas, a solucdo corada de
vermelho ¢é deixada sob agitacdo atingindo a temperatura
ambiente. S&o obtidas as nanoparticulas de ouro esféricas
possuindo um didmetro de 14-16 nm com uma banda de plasméo de

superficie a 519 nm.
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o Sintese de nanoprismas triangulares de ouro:

A sintese de nanoprismas triangulares de ouro foi efetuada
seguindo o método descrito por Pelaz et al. “Tailoring the
synthesis and heating ability of gold nanoprisms for
bicapplications”, Langmuir 2012, 28, 8965-70. De acordo com
este método, 100 ml de uma solucdo de &acido tetraclorodurico
a 2 mM é& misturada com 120 ml de uma solucdo de NazS20s3 a 0,5
mM, deixando-a em agitacdo durante 9 minutos, depois foi
efectuada a segunda adicdo de um volume entre 20-50 ml da
solucdo de NazS20z3 a 0,5 mM. S&o obtidos nanotridngulos de ouro
possuindo um tamanho compreendido entre 100-160 nm com a banda
de plasmido de superficie entre 750-1075 nm. Antes de os
conjugar com diferentes biomoléculas, o0s nanoprismas devem
ser passivados através da ligacdo com polietilenoglicol (HS-
PEG-COOH, 5000 g/mol). Para esse fim, 10 ml da solucgdo de
nanoprisma sdo incubados com 1 mg de PEG numa solugdo de NaOH,
pH 12, durante a noite. Finalmente, estes nanoprismas sé&o
centrifugados durante 15 minutos a 10 000 rpm para remover 0S8

reagentes em excesso.

o Sintese de nanoprismas triangulares de prata:

A sintese foil efetuada seguindo o método descrito por Zhang,
Q et al, “A sistematic study of the synthesis of silver
nanoplates: is citrate a “Magic” reagent?”, Journal of the
American Chemical Society 2011, 133 (46), 18931-18939. De
acordo com este método, 24,14 mL de &gua Milli Q sé&o
adicionados a uma solucdo aquosa de nitrato de prata (0,05 M,
50 ul), citrato trissédico (75 mM, 0,5 mL), e perdxido de
hidrogénio (30% pt, 60 ulL) e sdo misturados por agitacéo
vigorosa a temperatura ambiente. Finalmente, uma solucdo de

boro-hidreto (NaBHiz, 100 mM, 250 ul) é rapidamente adicionado
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para formar estes nanoprismas. Apds cerca de 3 minutos, a
solucdo coloidal muda de uma cor amarelo escuro devido a
formacdo de pequenas particulas de prata para uma cor azulada
produzida pelos nanoprismas finais. S&o obtidos
nanotridngulos de prata de 70 nm possuindo a banda de plasméo

de superficie a 700 nm.

. Sintese de nanocubos de cobre: A sintese foi

efetuada seguindo o método descrito por Murphy et al.
“Solution-phase synthesis of Cux0 nanocubes”, Nano Letters
2002, 3 (2), 231-234. De acordo com este método, 0,25 mL de
uma solucdo aquosa de CuS0s sdo adicionadas a 9 mL de uma
solucdo aquosa de CTABR (brometo de cetil-trimetilamdbdnio) com
uma concentracdo variavel de 0,01-0,1 M. A seguir, 0,5 mL de
uma solucdo de ascorbato de sédio a 0,1 M sdo adicionados a
solucdo Cu(II)-CTAB. As solucgdes foram aquecidas durante 5
minutos a 55 °C. uma vez passado este tempo, 0,2 mL de
hidréxido de sdédio a 0,5 M sdo adicionados, causando O
aparecimento imediato de uma cor amarela na solucdo. As
solucdes sdo mantidas a 55 °C durante 10 minutos e sé&o
deixadas arrefecer a temperatura ambiente. Apds 30 minutos,
as solugdes viram para uma cor castanho avermelhado, amarelo
claro ou amarelo escuro dependendo da concentracdo de CTAR
utilizada. As particulas sdo centrifugadas a 6000 rpm durante
15 minutos e s&do depois ressuspensas em agua. kEste processo
& repetido duas vezes para remover o tensioativo. Nesta altura
0s nanocubos em solucdo tém uma cor vermelho tijolo em todos
0s casos. Sdo obtidos nanocubos de cobre com um tamanho de
cerca de 420 nm, com diferentes alterag¢des na sua geometria
de acordo com a quantidade do tensioativo CTAB utilizado na

sintese.
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Exemplo 2: Funcionalizacdo de nanoparticulas de metal

Diferentes tipos de nanoparticulas sintetizadas com
varios elementos de reconhecimento tais como anticorpos, DNA ou
PNA foram funcionalizados para pdr a presente invencdo em pratica.
Alguns exemplos de funcionalizacdo sdo descritos a seguir.

o Funcionalizacdo de nanoprismas triangulares

de ouro com anticorpos: A funcionalizacdo foi efetuada

imobilizando o anticorpo nos grupos carboxilos presentes a
superficie da nanoparticula através da quimica carbodiimida.
Primeiro 0,5 mg de nanoparticulas sdo ativadas com 1,5 umoles
de EDC e 3,5 upmoles de sulfo-NHS num volume final de 1 ml de
10 mM de MES, pH 6, durante 30 minutos a 37 °C. Os reagentes
em excesso podem ser removidos por centrifugacdo a 6000 rpm
durante 5 minutos, apds o0s gquais as particulas sdo suspensas
em 10 mM de MES, pH 6, ou através da utilizacdo de colunas de
filtracéo em gel. Quando oS grupos carboxilo das
nanoparticulas sdo ativados, estes sdo incubados com 2,5 ug
de anticorpo num volume final de 1 ml de 10 mM de MES, pH 6,
durante 1 hora a 37 °C. Apdés a ligacdo do anticorpo, a
superficie da nanoparticula ¢ blogqueada com 50 mM de PEG
aminado de 750 Da (a-metoxi-w-aminopolietilenoglicol).
Finalmente, as nanoparticulas s&do purificadas apds varios

ciclos de centrifugacédo a 6000 rpm durante 5 minutos.

o Funcionalizacdo de nanoprismas triangulares

de ouro com estreptavidina: A funcionalizacdo foi efetuada

imobilizando as moléculas de estreptavidina nos grupos
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carboxilo presentes a superficie da nanoparticula através da
quimica das carbodiimidas. Primeiro 0,5 mg de nanoparticulas
sédo ativadas com 1,5 umoles de EDC (l-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida) e 3,5 umoles de sulfo-NHS
(sulfo-N-hidroxisuccinimida) num volume final de 1 ml de 10
mM de MES, pH 6, durante 30 minutos a 37 °C. Os reagentes em
excesso podem ser removidos por centrifugacdo a 6000 rpm
durante 5 minutos, depois das particulas serem suspensas em
10 mM de MES, pH 6, ou através da utilizacdo de uma coluna de
filtracéo em gel. Quando oS grupos carboxilo das
nanoparticulas sdo ativados, estes sdo incubados com 1,25 ug
de estreptavidina num volume final de 1 mL de 10 mM de MES,
pH 6, durante 1 hora a 37 °C. Apdbés a ligacdo da proteina, a
superficie da nanoparticula é blogqueada com 50 mM de 750 Da
PEG aminado (a-metoxi-w-aminopolietilenoglicol). Finalmente,
as nanoparticulas sdo purificadas apds varios ciclos de

centrifugacdo a 6000 rpm durante 5 minutos.

Exemplo 3: Detecdo do marcador CEA numa amostra

utilizando o biossensor da presente invencéao.

Quando ©0s nanoprismas de ouro Sdo sintetizados e
caracterizados (ambos por microscopia electrdédnica de varrimento
por transmissdo e por espectroscopia ultravioleta-visivel), estes
foram funcionalizados com anticorpo monoclonal anti-CEAs, Ab3Co6
(Monoclonal de murganho anti- antigénio carcinocembriondrio 4CA30-
3C6, HyTest) e também com a proteina estreptavidina. Para verificar
gque as moléculas imobilizadas nos nanoprismas mantinham a sua
atividade bioldgica, a biomolécula correspondente foi imobilizada
em diferentes concentracgdes (o marcador CEA ou o anticorpo

conjugado com Dbiotina) numa membrana de nitrocelulose; apds
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incubar com as nanoparticulas funcionalizadas as membranas
depositadas a superficie sensivel ao calor foram irradiadas com o

laser.

O reconhecimento de nanoprismas CEA + anticorpo 3C6 anti-
CEA é ilustrada na Figura 2a. O reconhecimento do anticorpo anti-
CEA 3C6-Biotina + Estreptavidina-nanoprismas ¢ ilustrado na Figura

2b.

Quando o reconhecimento molecular ocorre, 0s nanoprismas
de ouro sdo localizados na membrana, e apds serem irradiados com
o laser, a energia absorvida pelas nanoparticulas é libertada na
forma de calor, sendo registado um sinal na superficie sensivel ao
calor (ver Figuras 2a e 2b). Em ambos 0s casos, 0S sinais obtidos
apdés irradiacdo das amostras com o laser indicaram que O
reconhecimento antigénio-anticorpo ou estreptavidina-biotina
ocorreu, e deste modo as biomoléculas conjugadas com nanoprismas
mantiveram a suar atividade. Por outro lado, ambas as superficies
nas quais ocorreu o reconhecimento e a superficie da nanoparticula
tinham sido passivados de modo a gue as interaccgdes nido especificas
ndo ocorrem quando ndo existe proteina imobilizada na membrana de

nitrocelulose, como pode ser observado na amostra 0.

O elemento de reconhecimento do sensor, neste caso, O
anticorpo anti-CEA Ab3Cl, Monoclonal de murganho anti-antigénio
carcinoembrionario 4CA30-3C1, HyTest, foi imobilizado na
superficie sensora seguindo varias metodologias. Ligaram-se a
superficies de vidro através de ligacdes covalentes assim como
através de adsorcdo fisica em diferentes membranas de celulose e

de nitrocelulose. Os resultados obtidos utilizando membranas de
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nitrocelulose com o anticorpo adsorvido a superficie sdo a seguir
apresentados. As duas estratégias acima descritas foram testadas;
0s nanoprismas funcionalizados diretamente com o anticorpo foram
utilizados e o0s nanoprismas funcionalizados com estreptavidina
apdés adicdo do anticorpo anti-CEA 3Cé6conjugado com biotina foram
utilizados. Diferentes amostras com uma concentracdo decrescente
do marcador de tumor CEA diluido em PBS foram analisadas. Apds
realizar o0os passos de reconhecimento descrito no método
experimental e depois das membranas secarem, estas foram
depositadas a superficie sensivel ao calor, neste caso em papel
térmico, a ser irradiado durante alguns segundas com um laser que
emite no infravermelho préximo (com um comprimento de onda de 1000

nm) .

O reconhecimento do anticorpo anti-CEA 3Cl1 + CEA +
anticorpo anti-CEA 3C6-Nanoprismas estd ilustrado na Figura 3a. O
reconhecimento do anticorpo anti-CEA 3Cl + CEA + anticorpo anti-
CEA 3C6-Biotina + Estreptavidina-Nanoprismas estd ilustrado na

Figura 3b.

Como pode ser observado nas figuras anteriores, o sinal
produzido na superficie sensivel ao calor produzido por irradiacéo
dos nanoprismas gquando o reconhecimento do analito ocorre & mais
intenso para o sistema de anticorpo 3Cl1-CEA-Ab3C6-nanoprisma do
que para o) sistema do anticorpo 3C1-CEA-ADL3C6 Biotina-
Streptavidina-nanoprisma de ouro. No entanto, uma concentracgdo de
0,5 ng de CEA/ml ¢ detetada em ambos os casos. Por outro lado,
como um controlo negativo, verificou-se que gquando a mesma
experiéncia é realizada wutilizando nanoparticulas de ouro
esféricas de 16 nm de didmetro funcionalizadas com anticorpo anti-

CEA 3C6 (que ndo tem uma banda de absorcdo no comprimento de onda
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de emissdo do laser utilizado), ndo foi obtido sinal, como
apresentado na Figura 4 (ver Figura 4 em que o reconhecimento do
anticorpo anti-CEA 3C1 + CEA+ anticorpo anti-CEA 3Co6-
nanoparticulas de ouro é apresentado, em que foram utilizadas as
nanoparticulas de ouro esféricas de 16 nm de didmetro que ndo tém
uma banda de absorcdo no comprimento de onda de emissdo do laser

utilizado) .

Para melhorar a sensibilidade do método, diferentes
pardmetros tais como o tempo de irradiacdo da amostra com o laser
e a disténcia do referido laser da superficie sensora, pode ser
variada. A Figura 5 mostra como para uma distldncia mais pequena
entre o laser e a gsuperficie, menos tempo de irradiacdo &

necessario e é obtido um sinal mais intenso.

A Figura 5 ilustra o reconhecimento do anticorpo anti-
CEA 3Cl1 + CEA + anti-CEA Ab 3C6-nanoprismas de ouro com diferentes
tempos de irradiacgdo e diferentes disténcias entre a superficie e
o laser. Um tempo de irradiacdo de 10 segundos a uma disténcia de
0,5 cm é utilizado na Figura 5a; um tempo de irradiacdo de 2

segundos a 0,1 cm é utilizado na Figura 5b.

Finalmente, a mesma experiéncia do tipo “sanduiche”
(Ab3C1 + CEA + Ab3C6-nanoprismas de ouro) foi efetuada para detetar
o marcador de tumor CEA em amostras de plasma de sangue para
verificar a especificidade do sistema assim como o limite de
detecdo do analito numa amostra complexa. Foi comparada com oS
resultados obtidos para a determinacdo de CEA dissolvido em tampéo
PBS. Um limite de detecdo de 10 pg de CEA/ml foi obtido em ambos

08 casos, como pode ser observado na Figura 6. Além disso, ndo foi
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obtido nenhum tipo de interacdo ndo especifica no controlo ou na

amostra de plasma sem CEA.

Exemplo 4. Exemplo comparativo utilizando uma cdmara de

infravermelhos como meio de detecdo

As mesmas amostras preparadas para o Exemplo 3 foram
utilizadas para esta experiéncia. O elemento de reconhecimento do
sensor, neste caso, o0 anticorpo anti-CEA Ab3Cl, foi imobilizado
através de adsorcdo fisica numa membrana de nitrocelulose.
Diferentes amostras com uma concentracido decrescente de marcador
de tumor CEA diluido em plasma sanguineo foram entdo analisadas.
Apbds realizar 0s pPassos de reconhecimento através das
nanoparticulas funcionalizada com o anticorpo anti-CEA Ab3C6
descrito no método experimental e quando as amostras foram secas,

estas foram depositadas em papel térmico.

Um laser gue emite no infravermelho prdéximo a um
comprimento de onda de 1000 nm foi utilizado para irradiacdo das
nanoparticulas. Uma cédmara de imagem térmica de infravermelhos
(camara 1IR), ~capaz de transformar o calor produzido pelas
nanoparticulas irradiadas numa medicdo quantificével foi utilizada
como um sistema para detetar o calor produzido pelas nanoparticulas

apdés terem sido irradiadas com o laser.

O aumento de temperatura foi verificado com a cémara IR
apdés irradiacdo das amostras preparadas para deteccdo de
diferentes concentracdes do antigénio CEA de plasma do sangue.
Apds ter sido irradiado durante alguns segundos com o laser, a
cadmara IR registou um aumento de temperatura de 2-3°C para a

amostra de 0,05 ng CEA/ml, mas ndo foi obtido sinal no caso da
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amostra de 0,01 ng CEA/ml. Para estas mesmas concentracdes de
analito foi detetado um sinal no caso do papel térmico depois das

amostras terem sido irradiadas com o laser.

Foi obtido um limite de detecdo inferior através de
detecdo visual utilizando o suporte com superficie sensivel ao
calor tal como o papel térmico do gue quando se utilizou a cémara

de infravermelhos como meio de detecédo.

A Figura 7 compara o reconhecimento do anticorpo anti-
CEA 3Cl1 + CEA + anti-CEA Ab 3C6-nanoprismas de ouro da detecédo
visual através de papel térmico (Figura 7a) e da cémara IR como o

sistema de detecdo (Figura 7b).

Exemplo 5. Experiéncias de deteg¢do com terméfilos:

Neste caso, o calor produzido pelas nanoparticulas apds
terem sido irradiadas pelo laser foi medida através de um termdfilo
capaz de transformar o aumento de temperatura produzido numa &area

especifica a volta deste num sinal elétrico quantificavel.

Com o esquema descrito na Figura 8, (co uma poténcia de
350 mW) ambas as amostras concentradas e diluidas foram irradiadas
com o0 laser na membrana e na lamela de vidro. O primeiro problema
que foi encontrado é gue se o laser atinge diretamente a pilha, é
obtido um sinal de ruido muito elevado (de modo que foi necessario

aumentar a temperatura até ser distinguivel do sinal do ruido).

Uma resposta é também obtida se apenas a membrana ou a

lamela sem nanoparticulas é irradiada (o vidro produz um sinal
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mais elevado do que a membrana de nitrocelulose). Uma resposta
semelhante a do controlo foi obtida com a amostra diluida, embora
o aumento de temperatura possa ser perfeitamente medido com a
amostra concentrada. Deve ser tido em conta gue neste esquema a
amostra estava a 3-4 cm de distédncia do laser, de modo que a
sensibilidade wvai diminuir mais do que se for directamente em

contacto com o laser.

A calibracéao com diferentes concentracdes de
nanoparticulas depositadas na membrana de nitrocelulose para os
esquemas apresentados na Figura 8, os diagramas 2 e 3, foi tentada.
No caso do diagrama 2, os resultados ndo foram obtidos porque a
amostra ndo podia ser irradiado numa forma reprodutivel com o laser
nessa posicdo. A experiéncia foi efetuada com o esquema indicado

no diagrama 3.

Trés solucgdes de 140 pg/ml, 14 pg/ml e 1,4 ng/ml de NNs
foram preparadas e 1 pl de cada foi depositada em membranas de
nitrocelulose (140 ng, 14 ng € 1,4 ng de NNs — 6x10%, 6x10% e 6x107
nanoparticulas). Estas foram irradiadas com o laser durante alguns
segundos e a leitura foil realizada com o terméfilo antes e depois
de colocar a amostra. O sinal de ruido foi recuperado entre
amostras. Um sinal que foi de algum modo superior ao sinal de ruido
foi registado para a solucdo mais diluida (1,4 ng de NNs); um
claramente distinguivel foi obtido com a amostra de 14 ng; a
amostra mais concentrada produziu um sinal muito elevado. Para uma
calibracido que encaixa num intervalo linear, uma série de solucgdes
de baixa concentracdo tinham de ser utilizadas porque apds um certo
valor de concentracdo, um aumento de temperatura exponencial &

obtido com a concentracdo de nanoparticulas.
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Reivindicac¢des

1. Biossensor para detecdo visual compreendendo:

a. Uma molécula de reconhecimento capaz de reconhecer o
analito alvo, imobilizado num suporte com uma superficie sensivel

ao calor;

b. Uma fonte de luz externa; e

d. Uma nanoparticula de metal possuindo a banda de
plasmdo de superficie funcionalizada com a segunda molécula de

reconhecimento capaz de reconhecer o analito alvo;

em que o termo “superficie sensivel ao calor” se entende
como qualquer superficie capaz de experimentar uma alteracéo
experimental quando aquecida, resultando em desenvolvimento de

imagem.

2. Biossensor para detecdo visual compreendendo:

a. Uma molécula de reconhecimento capaz de reconhecer o
analito alvo imobilizado num suporte com uma superficie sensivel

ao calor;

b. Uma fonte de luz externa;
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c. Uma segunda molécula de reconhecimento capaz de
reconhecer o analito alvo, opcionalmente ligado a uma molécula

marca; €

e. Nanoparticulas de metal com uma banda de plasmio de
superficie funcionalizada com biomoléculas que reconhecem
egspecificamente a biomolécula de detecdo ou a marca com que a

biomolécula de detecdo foi modificada;

em que o termo “superficie sensivel ao calor” entende-
se como qualquer superficie capaz de experimentar a alteracéo
experimental quando aquecida, resultando em desenvolvimento de

imagem.

3. Biossensor de acordo com a reivindicacdo 2, em gue
a molécula marca é biotina e a molécula que se liga especificamente
a marca é avidina ou estreptavidina ou em que a molécula marca é

avidina ou estreptavidina e a molécula de ligacdo a marca &

biotina.

4, Biossensor de acordo com a reivindicacdo 2, em gue
a segunda molécula de reconhecimento ¢é um anticorpo e a
nanoparticula de metal possuindo a banda de plasmédo de superficie
¢ funcionalizada com um anticorpo anti-Fc capaz de reconhecer a

regido Fc da segunda molécula de reconhecimento.

5. Biossensor de acordo com qualquer das
reivindicacdes 1 a 3, em que as moléculas de reconhecimento sé&o
selecionadas a partir da lista consistindo em anticorpos,
péptidos, enzimas, polissacéaridos, adcidos nucleicos (DNAs),

aptémeros ou péptidos &cidos nucleicos (PNAs).
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6. Biossensor de acordo com reivindicacdo 5, em que as

moléculas de reconhecimento sdo anticorpos, DNAs ou PNAs.

7. Biossensor de acordo com as reivindicacdes 1-6, em

que a fonte de luz externa é uma luz monocromatica.

8. Biossensor de acordo com as reivindicacdes 1-7, em
que a nanoparticula de metal ¢é gselecionada a partir da 1lista
consistindo em:

a. Nanoparticulas de Ouro

b. Nanoparticulas de prata; ou

c. Nanoparticulas de cobre.

9. Biossensor de acordo com a reivindicacdo 8, em gue

a nanoparticula de metal é um nanoprisma triangular de ouro.

10. Biossensor de acordo com qualquer das
reivindicacdes anteriores, em que a superficie sensivel ao calor

do suporte é um papel sensivel ao calor.

11. Biossensor de acordo com a reivindicacdo 10, em que
papel sensivel ao calor é combinado com um suporte selecionado a
partir da lista consistindo em vidro, silica, cerédmica,
poliestireno, membrana de celulose, membrana de nitrato de

celulose ou membrana de acetato de celulose.

12. Método para a detecdo de um analito que compreende:
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a. Adicionar a amostra em que o analito a ser determinado
estd presente, a um suporte com uma superficie sensivel ao calor

com a molécula de reconhecimento do analito ai imobilizada;

b. Incubar o suporte do passo a) com nanoparticulas de
metal com uma banda de plasmido de superficie funcionalizada com a
segunda molécula de reconhecimento do analito; e

c. Irradiacdo do suporte do passo b) com uma fonte de

luz externa:;

em que o termo “superficie sensivel ao calor” se entende
como qualquer superficie capaz de experimentar uma alteracéo
experimental quando aquecida, resultando em desenvolvimento de

imagem.

13. Método para a detecdo de um analito que compreende:

a. Adicionar a amostra na gqual o analito a ser
determinado estd presente a um suporte com uma superficie sensivel
ao calor <com a molécula de reconhecimento do analito ai

imobilizada;

b. Incubacdo do suporte do passo a) com uma segunda
molécula de reconhecimento do analito ligado a pelo menos uma

molécula marca;

c. Incubacdo do suporte do passo b) com nanoparticulas
de metal com uma banda de plasmido de superficie funcionalizada com

pelo menos uma molécula que se liga especificamente a marca; e
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d. Irradiacdo do suporte do passo c¢) com uma fonte de

luz externa:;

em que o termo “superficie sensivel ao calor” se entende
como dqualquer superficie capaz de experimentar a alteracéo
experimental quando aquecida, resultando em desenvolvimento de

imagem.

14. Método de acordo com reivindicacdo 13, em gque a
molécula marca é biotina e a molécula gue se liga especificamente
a marca é avidina ou estreptavidina ou em que a molécula marca é
avidina ou estreptavidina e a molécula que se liga especificamente

a marca € biotina.

15. Método para a detecdo de um analito, que

compreende:

a. Adicionar a amostra na gqual o analito a ser
determinado estd presente a um suporte com uma superficie sensivel
ao calor <com a molécula de reconhecimento do analito ai

imobilizada;

b. Incubacdo do suporte do passo a) com uma segunda

molécula de reconhecimento que é um anticorpo de detecédo;

c. Incubacdo do suporte do passo b) com nanoparticulas
de metal com uma banda de plasmido de superficie funcionalizada com

anticorpos anti-Fc; e

e. Irradiacdo do suporte do passo c¢) com uma fonte de

luz externa:;
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em que o termo “superficie sensivel ao calor” se entende
como dqualquer superficie capaz de experimentar a alteracéo
experimental quando aquecida, resultando em desenvolvimento de

imagem.

16. Método para a detecdo de um analito, gue compreende:

a. Uma adicdo a uma amostra na qual o analito a ser
determinado estéd presente com nanoparticulas de metal com uma banda
de plasmdo de superficie funcionalizada com a segunda molécula de

reconhecimento do analito;

b. Extracdo do analito com as nanoparticulas a partir da

amostra do passo a);

c. Adicdo da extracdo do passo b) a um suporte com uma
superficie sensivel ao calor com a molécula de reconhecimento do

analito ai imobilizada;

d. Irradiacdo do suporte do passo c¢) com a fonte de

luz externa:;

em que o termo “superficie sensivel ao calor” se entende
como dqualquer superficie capaz de experimentar a alteracéo
experimental quando aquecida, resultando em desenvolvimento de

imagem.

17. Utilizacdo de um biossensor de acordo com gualquer
das reivindicacdes 1 a 11 para a detecdo de aditivos, farmacos,

microrganismos patogénicos, componentes alimentares, pesticidas,
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compostos tdéxicos ou na anédlise da necessidade bioquimica de

oxigénio.

Lisboa, 25 de julho de 2017
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