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RESUMO A presente invengéo se refere aos
biossens res para a deteccéo e quantificacdo do
hormdnio adiponec ina em uma amostra
bioldgica que sao consistidos de m eletrodo
revestido com agentes reticulantes; e, uma
biomolécula detectora; ao método de producao
dos biosse sores para detec¢éo e quantificagédo
do hormonio adiponec ina em uma amostra
biolégica que compreende as etapas de p
eparacdo do eletrodo; revestimento; e,
imobilizag&o da biomolécula detectora; e,
método de diagndstico de metabolicas pela
deteccéo e quantificacdo adiponectina em uma
amostra biol6gica. disfuncdes o horrpénio
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BIOSSENSORES PARA DETECQAO E QUANTIFICACAO DO
ADIPONECTINA EM UMA AMOSTRA BIOLOGICA; METODO D
DOS BIOSSENSORES PARA DETECCAO E QUANTIFICACAO I

ADIPONECTINA; E METODO DE DIAGNOSTICO DE DIS

ME TABOLICAS

CAMPO DA INVENCAO

[001] Esta invencdo pertence ao campo dos
para analise de materiais pelo uso de meios
eletroquimicos; especificamente, aoc campo dos
para anadlise de material bioldgico liguido.

ESTADO DA TECNICA

[002] O crescimento continuo da obesidade te

atencdo as diversas condicdes assocladas,

tipos de céancer, doencas cardiovasculares e,

mais devastante, diabetes mellitus tipo 2

com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),

nellitus afeta atualmente 347 milhées de pess
crescimento indica cque esta doenca estarda ent
principais causas de morte em 2030. Além disso,

afeta individuos de todas as idades

socioecondmicos,
em todo o mundo ocidental.

[003] Tanto a diabetes gquanto a obesi

relacionadas a resisténcia & insulina. Para a
esta relacdo pode ser explicada, em parte,

alterada das adipocinas pelo tecido adiposo,
adiponectina.
essencial na homeostase

possui um papel

afetar a sensibilidade ao horménio insulina, o

de glicose e lipideos, o sistema coagulatdrio e

con

(DM 2)].

se tornando um problema de sai
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m atraido a

o diversos

a que pode ser

De acordo
a diabetes
oas, e seu
re as sete
a diabetes
e niveis

Nde publica

el
v
A adiponectina é um horménioc pr

enex

lade estédo
obesidade,
la secrecao
als como a
oteico que
gética por

metabolismo

O processo




2/15

de inflamacdo. A secrecdc deste é regulada ne

pelo excesso de gordura corporal, € sua Cconcy

corrente sanguinea tipica de entre 5,0 a 30 mg 1

a 1,0 umol L', estd associada a quadros de re

insulina e, subsegquentemente, ao desenvolvimento

desenvolvimento do DM2 se da de forma muit

evidéncias mostram gue a resisténcia a insulin

detectada de 10 a 20 anos antes do inicio da hi

crénica. Além disso, foi relatado dgque a red

insulina é um bom indicador do futuro desenvolvi
2.

[004] A correlacdo entre obesidade, res

insulina e DM 2 pode ser explicada, em nivel

pela anadlise da fosforilacido do AMPK {(quinase AM

A ativacdo desta protelna leva & translocacio de
de insulina para a membrana plasmatica e promove

de glicerideos nos hepatdcitos. Como a adiponect

essa fosforolacdo, seus baixos niveis que

obesidade resultam em um baixo numero de re

insulina na membrana plasmatica e um decaimento
de glicerideos nos hepatdcitos, induzindo o dese
de DM 2.

[005] A baixa concentracdo de adiponectin

sanguineo nadc €& assocliada somente com DM 2 e obe
com diversas outras condicbes tails como a acy
artrite reumatoide, arter

gordura visceral,

cancer e doencas hepédticas. Em contrapartida, o
seu nivel sérico j& mostrou ser capaz de reduzi
glicose pela inibicdo de enzimas hepato-glico

melhorar a sensibilidade & insulina nos casos

cativamente
rntracdo na

7' ou 0,15

sisténcia a
de DM 2. O
o lenta -

a pode ser
perglicemia
isténcia a
mento do DM
isténcia a
molecular,
P-ativada) .
receptores
a oxidacdo
ina promove
ocorrem na
reptores de
na oxidacé&o
nvolvimento
a

no S50rxo

sidade, mas
imulacdo de
iosclerose,
aumento de
r niveis de

neogénicas,
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tipo I e tipo 1II, além de promover perda de

reconhecimento, in vivo, & feito pelos

transmembrana AdipoRl e AdipoR2Z,

no musculo esguelético e no figado, respe

Enquanto o primeiro possuli alta afinidade pe

globular da adiponectina, o segundo interage com

peso. Seu

receptores

presentes abundantemente

ctivamente.
lo dominio

estruturas

do horménio combinadas.

[006] Dessa maneira, a gquantificacdo da a

plasmatica possui grande potencial para o

precoce de paclientes pré-diabéticos e pode of
melhor perspectiva para a satde futura destes.
a quantificacdo deste hormdnic é realizada majorn

pelo método ELISA (do inglés Enzyme Linked Imm

Assay), o qual demanda altos custos e tempo. Os

de patente PI 0717803-4 e US 7435551 descrevem
e ensalos que podem ser utilizados para a quant
adiponectina por meio do método de ELISA.

[007] Por outro lado, ¢é sabido gque desenvo

biossensores eletroquimicos ¢é de grande in

diversas Areas, como a ambiental, alimenticia,

diagndéstico. Entre estas, podemos citar a ultig

das mais beneficiadas por estes di

principalmente devido a sua simplicidade, bai

biponectina
diagnéstico
ferecer uma
Atualmente,
itariamente
no  Sorbent
documentos
composicdes

i ficacdo de

| vimento de
feresse em
nédica e de
ha Ccomo uma

spositivos,

kO custo e

rapidez.

[008] Outro pedido brasileiro de patente, o
2 descreve fragmentos O-terminais soluvelis do

adiponectina e o seu usc no diagndstico e tri

PI 0619503-
eceptor da

rtamento de

distirbios, tais comoc a DM 2.

[0092] A deteccdo desse hormdnio também

realizada pela técnica de SDS-PAGE, conforme in

pode ser

Hicado pelo
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documento EP2071333.

[010] Os biossenscores podem funcionar po

diferentes técnicas de transducdo, dentre elas,

espectroscopia de impedancia eletroquimica (EI

eficiente para traduzir a interacdoc do 3

superficies funcionalizadas. Para 1sso, sinais Z

amplitude em uma grande diversidade de freqy

faixa de entre 10 MHz e 100 mHz, s3o usad

excitacdo da amostra. A partir da resposta ¢

pode-se obter entdo, dados sobre a resi
capacitancia da amostra analisadas.

especializados, tals como Zplot/Zview (Scribner
Inc.) e Gamry EIS 300 (Gamry Instruments), sdo

criar circuitos equivalentes baseados nos espg

fornecendo detalhes sobre as caracteristicas e

filme. Imunossensores, genossensores e b
enzimaticos baseados na deteccdo por EIS sag
encontrados na literatura. Por exemplo, o pedid

de patente US2003159927 antecipa um sensor in
com capacidade de detectar analitos baseada
contendo materiais condutores e nio-condutores.
[011] Outra técnica comumente aplicada a bio
a voltametria ciclica (VC). Esta consiste, basi
aplicacdo de ciclos de uma janela de potencial
de trabalho énquanto a corrente-resposta €& mor
partir deste método, é possivel obter informacd
oxidacdo e reducdo de espécies através da obj
picos formados nc voltamograma. A funciona
eletrodo de trabalho usualmente possui a funca

as reacdes de oxidacdo-reducdoc mais seletivas

r meio de
remos gue a
5) & muito
inalito em
\C de baixa
éncias, na

los para a
lo sistema,
sténcia e

Softwares
Associlates
capazes de
ctros EIS,
létricas do
Lossensores
comumente
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e/ou diminuir o potencial de trabalho. Uma

diferente consiste no acompanhamento dos picos (

abordagem

las reacdes

de um compostoc j& bem estabelecido para a optencédo de
informacdes sobre espécies adsorvidas no eletrodo de
trabalho, de acordo com suas caracteristicas, ¢stas podem

deslocar os picos para potenciais diferentes ou ]

corrente-resposta.

nodificar a

[012] Além da técnica de transducgo, outra
caracteristica que afeta diretamente a sensipilidade e
especificidade dos dispositivos é o tipo de imobilizacéo

utilizada para os receptores bioldgicos. Diverg

estdo sendo amplamente investigados atualmente,

layer-by-layer (LbL), Langmuir-Blodgett (LB) e

automontadas (SAM). Entre esses, as SAM apresent

flexibilidade, sendo capaz de imobilizar 1

variedade de materials orgénicos tais como DNA,
proteinas ou mesmo células inteiras em diversos

[013)] Biossensores capazes de detectar os fr

terminais soluveis do receptor de adipond

descritos no documento brasileiro de patentes PI

[014] J& o documento EP2147315 descreve um

quantificacéao de diversos biomarcadores,

adiponectina, para o diagndéstico de indiv]

diabéticos. Neste documento, ndo fica evidenci
tipo de biossensor & utilizado pelos inventores.

[015] A construcdo de um biocssensor conten
combinadas com um mediador que ajuda na transi:
da reacl8c enzimatica é

elétrons provenientes

os métodos
Lals como ©
nonocamadas
b uma Otima
ma grande
anticorpos,
substratos.
sgmentos C-
ctina séo
0619503~2.
método de
inclusive
pré-

 duos

ado qual o

do enzimas
bréncia dos

antecipada

pela patente americana US4545382.

[016] Portanto, fica aqui evidenciado dgue d

estado da
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técnica ndo contempla até o presente momento, ne
eletroquimico de deteccdo direta do hormdnio adi

OBJETIVO DA INVENCAO

[017] © primeiro objetivo da invencao

biossensores para deteccdo e gquantificacédo d

adiponectina em uma amostra bioldbgica.

[018] O segundo objetivo da presente 1inv

método de producdo dos bilossensores para

quantificacdo do hormdnioc adiponectina em u

biolégica.
[019] O terceiro objetivo da presente invencg
um Método de diagnédstico de disfuncdes metabd

deteccdo e quantificacido do hormdénio adiponect]

hhum método
bonectina.

& propor
hormdénio

O

encdc €& o

Heteccdo e
na amostra
HO € propor

licas pela

ina em uma

amostra bioldgica.

SUMARIO DA INVENCAO

[020] A presente invencdo se refere aocs b
para a deteccdo e quantificacdo do hormdénio adip

uma amostra bioldégica, gque sdoc consistidos de

revestido por agentes reticulantes; e, uma
detectora.

[021] O biossensor para a deteccdo e guant
horménioc adiponectina da invencdo & altament]
apenas para essa proteina. Nenhuma outra

sintética atualmente disponivel & capaz de dg
alta eficiéncia o hormdnio adiponectina.

[022]7 A invencdo também se refere ao método
dos biossensores para deteccdo e quantificacéo

adiponectina em uma amostra bicldégica, gue coj

iossensores
hnectina em
im eletrodo

biomolécula

i ficacdo do
e seletivo
Ihbiomolécula

tectar com

He producédo
Ho hormdénio

preende  as

etapas de:

(a) preparacdo do eletrodo;
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{(b) revestimento; e,
(c) imobilizacdc da biomolécula deteciora.
[023] Finalmente, a invencdoc se refere aindat ao Método
de diagndéstico de disfuncdes metabdlicas pelaldeteccéo e
quantificacdo do horménio adiponectina em uha amostra
bioldgica.

BREVE DESCRIGCAO DOS DESENHOS

[024] Para se obter uma total e completa stualizagéo
do objeto da presente invencdo, acompanham 0OS deFenhos, aos
quais se faz referéncias conforme segue abaixo.

[025] A Figura 1 & o diagrama de Nyquist dafconstrugéo
do filme com cisteamina/receptores e deteccédo de
adiponectina.

[026] A Figura 2 é o diagrama de Nyquist para o teste
negativo de deteccdo de adinopectina, comp eletrodo
funcionalizado contendo cisteamina.

[027] A Figura 3 é o diagrama de Nyguist relativo ao
teste negativo da funcionalizacdo do eletrodo del ouro com 3
MPA/EDC/NHS.

[028] A Figura 4 mostra a deteccdo de adiponectina e
medidas realizadas em cada etapa de montagem dp eletrodo:

A) receptores Adipo R1/R2 imobilizados e B) | anticorpos

anti~adiponectina imobilizados.

[029] A Figura 5 mostra a resposta do eletrodo com
receptores Adipo R1/R2 imobilizados frente a | diferentes
concentracdes de adiponectina: A) diagramas de Nyguist e B)
curva de calibracéo.

[030] A Figura 6 mostra a resposta do eletrodo com
anticorpos anti-adiponectina imobilizados frente a

diferentes concentracdes de adiponectina: A) diagramas de




8/15

Nygquist e B) curva de calibracéo.

[031] A Figura 7 apresenta a resposta do e

receptores Adipo R1/R2 imobilizados frente a

concentracdes de adiponectina: A) Voltamogramas

B) curva de calibracio.

[032] A figura B8 apresenta a resposta do e

anticorpos anti-adinopectina imcobilizados

diferentes concentracdes de adiponectina: A) vo

ciclicos e B) curva de calibracéao.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[033] A presente invencdo trata dos biossens

deteccdo e quantificacdo do hormbnio adiponect

etrodo com
diferentes

ciclicos e

etrodo com
frente a

tamogramas

bres para a

ina em uma

amostra bioldgica, que sd8c consistidos de um eletrodo
revestido com agentes reticulantes; e, uma bpilomolécula
detectora.

[034] Para fins da presente invencédo, o leletrodo &

pertencente ao grupo que compreende laminas mgtédlicas de

ouro, platina, prata,

bxido de indio e estanho (ITO). 0Os agentes retic

formam o revestimento do eletrodo sdao aqueles

uma quimica de ligacdo bem estabelecida que

realizada tanto em solucdes gquanto em supe

pertencentes aoc grupo consistido de cistamina,

l-etil-3-[3-dimetilaminopropil] carbodiimida
hidroxisuccinimida (NHS), &cido 3-mercaptoprogd
MPA), o—acilisouréia ou uma associacéao

biomolécula detectora é um anticorpo anti-adiy

um receptor AdipoRl, um receptor

ou léminas de vidro recgbertas com

blantes que

que possuenm

possa ser
rficies e,
curcumina,
(EDC) , N-
idnico (3-
destes. A

onectina Q

AdipoR2, ou

(anti-adipoQ),
uma mistura destes.

[035] Preferencialmente, nesta invencdo, o

eletrodo é
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um eletrodo de Quro; 0s agentes reticullantes S&ao
pertencentes aoc grupo consistido de ltetil-3-[3-
dimetilaminopropil] carbodiimida {tEDQ) , N-
hidroxisuccinimida (NHS), é&cido 3-mercaptopropidnico (3

MPA) ou uma associlacdo destes; e, a biomolécula

um anticorpo anti-adiponectina Q@ {anti-adipoQ),

AdipoR1l, um receptor AdipoR2, ou uma combinacédo

[036] Em uma modalidade da invencdo os bioss

um eletrodo de ouro revestido por camadas

reticulantes consistidos de uma solucdo aquos
0,25 mmol L™ e 1,5 mmol L™ de &acido 3-mercapto
uma solucdo de entre 2,0 e 8,0 mmol L™ de EDC {

o]
&

e 12 mmol L' de NHS; e a biomolécula detect

solucdo contendo entre 0,5 e 3,0 ng ulL™" e entre
ng uL™* de AdipoRl e AdipoR2, respectivamente.
[037] Em outra modalidade da invencdo, os b
sdo um eletrodo de ouro revestido por camadas
reticulantes consistidos de uma solucdo aquos
0,25 mmol L% e 1,5 mmol L™ de &cido 3-mercapto
uma solucdo de entre 2,0 e 8,0 mmol L™* de EDC,
12 mmol L™ e a biomolécula detec

e de NHS;

solucdo de concentracdo entre 1,0 e 5,0 ng pL™t d

Hetectora é
i receptor
Hestes.

ENsSores sao
He agentes
h de entre
bropidnico;

1

entre 5,0
Fora €@ uma

0,25 e 2,0

Lossensores
de agentes
b de entre
bropidnico;

)

entre 5,0
Fora € uma

b anticorpo

anti-adipoQ.

[038] Devido & biomoléculas marcadoras util

biossensores da presente invencdc sdo emp

deteccdo direta do horménio adiponectina em |\

bioldégica por espectroscopla de impedancia el

lizadas,

0s
regados  na
ma amostra

ctroquimica

(EIS) e/ou wvoltametria ciclica (VC).

[039] Os sensores sao capazes de detectar

esse hormbénio, dentro da faixa de concentracdes

diretamente

usualmente
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encontradas em plasma humano, ou seja,
presente invencdo detectam a uma concentracdo de
e 1,0 pmol L' do horménio adiponectina presen
amostra bioldgica.

[040] A invencdo também trata do método de p
biossensores para deteccdo e quantificacdo d
adiponectina em uma amostra bioldégica,

etapas de:

que com

0sS biossensores da

entre 0,15

tes em uma

roducdo dos

b horménio

preende as

(a) preparacido do eletrodo;
(b) revestimento; e,
(c) imobilizacdo da biomolécula detectora.

[041] Na etapa (a)

um eletrodo pertencentd

compreendido de laminas metédlicas de ouro, plat

ou laminas de vidro recobertas com éxido de indi

(ITO) €& limpo pela imersdac do mesmo em uma

limpeza altamente oxidante contendo um

Preferencialmente, a solucldco de limpeza tem um

entre 3:1 e 4:1, respectivamente, de A&cido

(H:S04) e perdxido de hidrogénio (H:0:).

[042] Em seguida o eletrodo é submetido a en

ciclos de voltametria em uma solucdo acida, em

de potenciais de -0,5 e + 2,0 V, em velocidade

400 mv s™' e, posteriormente, entre 50 e 150

seguida, os eletrodos sédo lavados em agua € sd

gas inerte.

[043] Preferencialmente, a solucdo &acida é 1

entre 0,1 e 1,0 mol L' de &cido sulfurico (H,S

usada é deionizada e, O gas inerte é& o nitrogéni

[044] Apds a voltametria, os eletrodos

submetidos ao revestimento com o0s agentes re

ina,

acido

Y

® a0 Jgrupo
prata,
b e estanho
solucdao de
forte.

a razdo de

sulfarico

tre 30 e 60
uma Jjanela
rntre 200 e

4
=4

mV s Em

COs COm um

hma solucédo
Dy} ; a agua
O (Nz) .
limpos sé&o

ticulantes.
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Estes agentes viabilizam a adesdac das Db

detectoras ao eletrodo, viabilizando assim a esp

tornando ¢

de impedéancia eletroquimica (EIS),

interacdo do analito com a superficie do eletrod

iomoléculas
cctroscopia

ficliente a

[045] Os agentes reticulantes da etapa (b) sdo
pertencentes ao grupo consistido de lFetil-3-[3-
dimetilaminopropil] carbodiimida (EDQ), N~
hidroxisuccinimida (NHS), acido 3-mercaptopropidnico (3

MPA) ou uma associacdoc destes.

[046] Preferencialmente, na etapa (b) o0s el

imersos em uma solucdo de entre 0,25 mmol L™t e
Acldo 3-mercaptopropidnico durante entre 1 e 4

seguida, o eletrodo é imerso em tamplo fostatg

7,2 contendo entre 2,0 e 8,0 mmol L' de 1

dimetilaminopropil] c¢arbodiimida, e em tamp

salino pH 7,2 contendo entre 5,0 e 12 mnmmel

hidroxisuccinimida.

[047] Alternativamente, a etapa (b) ocorre p

do eletrodo durante entre 1 e 3 horas em

contendo entre 0,1 e 10 mmol L' de cista

solvente. Preferencialmente, o solvente & um &l

Mais preferencialmente ainda, o solvente &

btrodos sédo

1,5 mmol L™

horas. Em

salino pH

Fetll-3-[3~
5o fostato
Lt de N-

2la imersdo
um  solucédo

mina e um

~ool Cl-C4.

o alcool

etilico.
[048] Na ultima etapa do método da presents
ocorre a imobilizacdo da biomolécula detectora a

Nesta etapa, a biomolécula & um anticorpo anti-a

Q (anti-adipoQ), um receptor transmembrana XA

receptor AdipoR2, ou uma combinacdo destes.

[049] Em uma modalidade da invencdo, a

detectora imobilizada no eletrodo sao oS

P invencédo,
n eletrodo.
diponectina
dipoR1, um
biomolécula

receptores
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transmembrana AdipoRl e AdipoRZ. A imobilizacgédo
submersdc do eletrodo revestido durante 1 e 5 h
solucdo Tris-HC1 50 mmol L', pH 7,5 contendo {
3,0 ng pL™t e entre 0,25 e 2,0 ng plL™' de AdipoRl

respectivamente. Em segulda o0s eletrodos séo

bcorre pela
bras em uma
ntre 0,5 e
e AdipoR2,

lavados em

Agua e secos com um gas inerte.

[050] Em uma outra modalidade do método da

biomclécula detectora imobilizada no ele

anticorpos adipoQ. A imcbilizacdo ocorre pela s
eletrodo durante entre 1 e 5 horas em uma solj

fosfato salino 0,01 mol L™%, pH 7,4 contendo ¢

5,0 ng uL™" de anticorpos e 0,1% de soro albur

(BSA) . Em segulda os eletrodos sao lavados em &

com um gas inerte.

[051] Preferencialmente, 0s eletrod

culidadosamente lavados com agua deilonizada e sd

fluxo de nitrogénio (N:).

[052] O método de producdo dos Dbiossen

deteccdo e quantificacdo do horménio adiponect

invencdo, a

- rodo Sao0
hbmersdo do
hcdo tampao
ntre 1,0 e
hina bovina
lla € Secos
0Ss sSa0
bCOS Sob  um
Eores  para

ina em uma

entre 15 e

amostra bioldgica é realizado em temperatura
30°C, preferencialmente 25°C.

[053] Finalmente, a invencdo trata ainda dd

diagndstico de disfuncdes metabdlicas pela

quantificacdo do horménio adiponectina em u

bioldbgica, gue é consistido da aplicacdo de

bicldgica sobre os biossensores da presente inve

[054] O método de diagndsitce &  real

impedéncia eletroquimica (EIS) e/ou wvoltametn

(VC) e, a amostra bioldgica €& uma amostra de

Método de
Heteccdo e
ma amostra

ima  amostra

NCao.
izado por
ia ciclica

sangue ou

urina.
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[055] As disfuncdes metabdlicas desta inyencdo sé&o
aquelas relacionadas aos niveis séricos d¢ hormdnio
adiponectina, tais como, por exemplo, obesidad¢, diabetes

mellitus tipo 2 (DM 2) e doencas cardiovasculare

[056] N&do obstante terem sido detalhadamente

0s objetos desta invencdoc poderdo ser melhor co

pelos exemplos que se seguem. Entretanto,

que tais exemplos 540 meramente ilustra

concretizacdes da invencdo, e que, portanto, néa

usados para delimitar os direitos

somente delimitados pelo escopo das reivindicacd
[057] Embora a invencdo tenha sido amplament

& &bvio para aqueles versados na técnica

&
P

alteracdes e modificacdes podem ser feitas

referidas alteracdes ndo estejam cobertas pelo

cabe

do titulapg

5.
descritos,

mpreendidos

D

ressalvar

tivos das

b devem ser

,  gue sao

£
Ko

S.

-

-

descrita,
que vVarias
em dJue as

escopo da

invencgéo.
Exemplos
Exemplo 1 ~ Deteccdo direta de adiponectina por
eletrodos de ouro modificados com cistamina:
[058] Para comprovar a inespecificidade da ligacéo
entre cistamina e adiponectina, foi replizada a
imobilizacdo da adiponectina sobre a cistamina sem os

receptores. Observa-se na Figura 2 que ndo houve
resisténcia de transferéncia de carga na imobi
adiponectina, mostrando que esta ndoc tem interd
com a cistamina. Isso evidencia a necessidade de

especifica das moléculas AdipoQ, AdipoR1l e Adiqg

aumento da
lizacdo da
acao alguma
uma camada

oR2 para a

deteccdo do hormbébnio adiponectina.

Exemplo 2 Imobilizacdo das biomolécula de

Lectora com

EDC/NHS:
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[059] Para 1isso, 0os eletrodos sdoc imers

solucdo de é&cido 3-mercaptopropidnico (entre 0,

e 1,5 mmol L', MiliQ) por um tempo entre 1 e

processo é& entdo repetido com solucdes de EDC

8,0 mmol L', tampdo fosfato 0,1 mol L' pH

(entre 5,0 e 12 mmol L', tampio fosfato 0,1

7,2). A imobilizacdo dos receptores Lransmembran

AdipoR2 ou dos anticorpos anti-adipoQ ocorre

seguir: os receptores AdipoRl e AdipoR2 sdo ad

superficie pela submersac do eletrodo de ouro
horas em uma solucdo contendo entre 0,5 e 3,(

entre 0,25 e 2,0 nL™  de AdipoRl ¢

ng

respectivamente (Tris-HCl 50 mmol L™, pH 7,5).

imobilizacdo dos anticorpos, os eletrodos s&o im

a 5 horas em uma solucdo de concentracdo entre 1
nL™t  (tampdo fosfato salino (PBS) 0,01 mol I
contendo soro albumina bovina (BSA) 0,1%). Apds

os eletrodos sio cuidadosamente lavados em Mil

bsS  em  uma
25 mmol L7t

4 horas. 0O

{entre 2,0 e

/,2) e NHS

mol L' pH
0 AdipoRl e

conforme a

sorvidos na

por 1 a 5
ng pL™ e
b AdipoRZ,

J& para a
ersos por 1
,0 e 5,0 ng
' pH 7,4;
cada etapa,

10 e secos

sob um fluxo de gés inerte. Todos os experimentos sdo
realizados em temperatura ambiente (entre 15 e 30°C,
preferencialmente 25°C).

[060] Este método apresentou resultados satliisfatdrios,
sendo, assim, utilizado para o desenvolvyimento do
biossensor para a deteccdo do horménio adiponectiina.

FExemplo 3 -~ deteccdo direta de adiponpctina por
eletrodos de ouro modificados com EDC/NHS:

[061] Deteccéo de adiponectina com um eletrodo

recoberto com 3 MPA/EDC-NHS;

do hormdénio:

hormdénio,

o eletrode foi

ndo foi observada mudanca na

colocado em con

resilsténcia

sem ©0s agentes Dbipsseletores

rato com o

de
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transferéncia de carga (Figura 3}, indicando qu

interacdo do horménioc com a plataforma. Assim, 1

necessidade da existéncia, no filme biossensor

contendo agentes seletores {anti-adipoQ, adipd

para deteccdo eficiente de adiponectina.

Exemplo 4 - medidas eletroquimicas:

[062] Medidas eletroquimicas sdo realizadas
um potenciostato/galvancstato em uma cela de

convencional. 0Os eletrodos modificados s&c

eletrodo de trabalho, enquanto uma placa de pl

eletrodo de prata-cloretco de prata sdo util]

contra eletrodo e eletrodo de referéncia, respe

Porém, o contra eletrodo pode ser composto (

material inerte que permita conexdo elétrica d
possa ser aplicado um potencial ao eletrodo de

como metais nobres, carbono e grafite. 0O ¢

referéncia pode ser substituido por qualquer um
um potencial constante, tals como eletrodo de

saturado ou de hidrogénio. As medidas sédo feita

fosfato, 4,0 mmol L' (podem ser utilizadas co
entre 2,0 mmol L e 8,0 mmol LYy de ferrj
potassio, em temperatura ambiente (15

preferencialmente 25°C). Antes de cada medida dg

eletroguimica, uma voltametria ciclica (CV) é

de ativar o sensor {(-0,4 e -0,2 a 0,8 e 1,0 V,

-1

r

S 2 a 4 ciclos). 0Os experimentos de EIS sé&d

potencial zerc. As medidas de VC sdo realirzada

de (-0,4 e -0,2 a 0,8 e 1,0 VvV, 50 a 150 mVv

ciclos. Antes de cada experimento, a solucgdoc é 4

al

=

nac houve
eforca-se a
da camada

R1/adipoR2)

utilizando

B eletrodos

sados como
atina e um
zados como
ctivamente.

le qualquer

1

-

forma que

trabalho
letrodo de
que ofereca
calomelano

~

5 em tampéo
ncentracdes
cianeto de

a 30°C;
impedancia
Feita a fim
b0 a 150 mv

feitos em

L,

5k na Jjanela

-1

s, 2 a 4

gitada para

garantir sua homogeneidade.
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i ficacdo do
bioldgica
n eletrodo

bicmolécula

REIVINDICACOES
1 - Biossensores para a deteccdo e guant
horménio adiponectina em uma amostra
caracterizados por serem consistidos de @ uj
revestido com agentes reticulantes; e, uma
detectora.
2 — Biossensores, de acordo com a reiviy

caracterizados por o eletrodo ser pertencente a

compreende laminas metalicas de ouro, platina,

lédminas de wvidro recobertas com o6xido de indid

(ITO):; os agentes reticulantes serem pertencent

consistido de cistamina, curcumina, 1

dimetilaminopropil] carbodiimida (ED(

hidroxisuccinimida (NHS), Aacido 3-mercaptoprop

MPA), o-~acilisouréia ou uma associacdo des

biomolécula detectora ser um anticorpo anti-adi

(anti-adipoQ), um receptor AdipoR1l, um receptor

uma mistura destes.

3 Biossensores, de acordo com a reivin

caracterizados pelo fato de o eletrodo ser um

ouro; o0s agentes reticulantes serem pertencentd
consistido de 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil] d
(EDCY, N-hidroxisuccinimida {(NHS), a

mercaptopropidénico (3 MPA) ou uma associacdo dé

biomolécula detectora ser um anticorpo anti-adi

wdicacdo 1,
D grupo que
prata, ou
e estanho

3 ao Jgrupo

-etil-3-[3-
), N-
idénico (3~
res; e, a

ponectina Q
AdipoR2, ou

2

\dicacdo 2,
eletrodo de

2SS a0 grupo

arbodiimida
cido 3=
rstes; e, a

ponectina

(anti-adipoQ), um receptor AdipoR1l, um receptor

uma combinacdo destes.

4 Biossensores, de acordo com gualdgusg

reivindicacbes 1, 2 ou 3, caracterizados pelo fa

um eletrodo de ouro revestido por camadas

AdipoRZ2, ou

Y uma das

to de serem

de agentes
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reticulantes consistidos de uma soluc¢do agquos
0,25 mmol L™ e 1,5 mmol L de &cido 3-mercapto
uma solucdo de entre 2,0 e 8,0 mmol L' de EDC

e 12 mmol L' de NHS; e a biomolécula detecto

r de entre
propidnico;

-

entre 5,0

ra ser uma

solucdo contendo entre 0,5 e 3,0 ng uLﬂ e entre

ng pL™' de AdipoRl e AdipoR2, respectivamente.

5 - Biossensores, de acordo com gualqgud
reivindicagdes 1, 2 ou 3, caracterizados pelo
biossensores serem um eletrodo de ouro rev

camadas de agentes reticulantes consistidos de

aquosa de entre 0,25 mmol L™ e 1,5 mmol L™ ¢

0,25 e 2,0

ry  uma das
fato de os
estido por
ima solucéo

e &acido 3-

mercaptopropiénico; uma solucdoc de entre 2,0 e $,0 mmol L*

e entre 5,0 e 12 mmol L™? de NHS; e a

de EDC,
detectora ser uma solucdo de concentracdo entrg
ng pL™t do anticorpo anti-adipoQ.

6 - Método de producdo dos biossensores pa

e quantificacdo do hormdnio adiponectina em U

biomolécula

1,0 e 5,0

ra deteccio
ma  amostra

as de:

bioldgica, caracterizado por compreender as etap
(a) preparacdo do eletrodo;
(b) revestimento; e,
(c) imobilizacdo da biomolécula detectora.
7 - Método, de acorde com a reivin

caracterizado por na etapa (a) um eletrodo per

grupo compreendido de laminas metdlicas de our

prata, ou lédminas de vidro recobertas com 6éxido

estanho (ITO) ser limpo pela imersdo em uma

limpeza altamente oxidante contendo um Acido for

8 de acordo com a reivin

Método,

dicacdo 6,
Lencente ao
b, platina,
de indio e
solucdo de
te.

Hicacédo 7,

caracterizado pelo fato de a solucdo de limpgza ter uma

razao de entre 3:1 e 4:1, respectivamente,

de Acido
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sulflirico (H:S0O;) e perdxido de hidrogénio (H:0O:)
S - Método, de acordo com a reivin
caracterizado pelo fato de em seguida o el

submetido a entre 30 e 60 ciclos de voltamet

solucdo éacida, em uma Jjanela de potenciais de -

Hicacdo 6,

~trodo ser
ria em uma
D,5 e + 2,0

~riormente,

Fodos serem

V, em velocidade entre 200 e 400 mV s* , post
entre 50 e 150 mV s7%; e, en seguida, os elet:
lavados em agua e seCcos com um gas inerte.

10 -~ Método, de acordo com a reivin

caracterizado pelo fato de a solucdo acida ser

entre 0,1 e 1,0 mol L' de &cido sulfurico (H-S

usada ser deionizada e, o géds inerte ser o nitro

11 de acordo com a reivin

Método,

caracterizado pelo fato de agentes reticulante

(b) serem pertencentes ac grupo consistido de 1

dimetilaminopropil] carbodiimida (EDQ

hidroxisuccinimida (NHS), &cido 3-mexcaptopro

MPA)} ou uma associacdo destes.

12 - Método, de acordo com a reivin

caracterizado pelo fato de na etapa (b) os elet

imersos em uma solucdoc de entre 0,25 mmol Lt e

dcido 3-mercaptopropidnico durante entre 1 e 4

Hicacao 9,

hma solugédo
Dy} 7 a agua
Hénio (N-) .
Hicac8do o,

s da etapa

Fetll-3~[3-
)I N-
pbidnico (3
Hicacdo 6,

Fodos serem
|, 5 mmol L7*
horas; em

b salino pH

segulda, o eletrodo ser imerso em tampdc fostat
7,2 contendo entre 2,0 e 8,0 mmol L' de 1
dimetilaminopropil] carbodiimida, e em tamp
salino pH 7,2 contendo entre 5,0 e 12 mmol
hidroxisuccinimida.

13 - Método, de acordo com a reivin

caracterizadoe pelo fato de alternativamente a

—etil-3-[3~
o  fostato
L7 de N-
Hicacdo 6,
etapa (b)

ocorrer pela imersdco do eletrodo durante entre

I e 3 horas
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em um solucdo contendo entre 0,1 e 10 mmol L' d

e um solvente.

14 - Método, de acordo com a reivind
caracterizado pelo fato de o sclvente ser um &lc
15 - Método, de acordo com a reivin
caracterizado pelo fato de a biomolécula

imobilizada no eletrodo serem os receptores tr

AdipoRl e AdipoR2; a imobillizacdo ocorrer pela s

eletrodo revestido durante 1 e 5 horas em uma sO

HC1 50 mmol L%, pH 7,5 contendo entre 0,5 e 3,

entre 0,25 e 2,0 ng uL? de AdipoR1

respectivamente; e, em seguida os eletrodos se

em Agua e Secos com um gas inerte.

16 - Método, de acordo <com a reivin
caracterizado pelo fato de a biomolécula
imobilizada no eletrodo serem anticorpos

imobilizacido ocorrer pela submersidco do eletrg
entre 1 e 5 horas em uma solucdo tampdo fosfato

mol L7, pH 7,4 contendo entre 1,0 e 5,0

anticorpos e 0,1% de soro albumina bovina (B

seguida os eletrodos serem lavados em agua e sg

géas inerte.

17 - Método, de acordo com qualquer

reivindicacdes 15 ou 16, caracterizado pelo

eletrodos serem lavados com agua deionizada e s

fluxo de nitrogénioc (N;).

18 Método de diagndstico de disfuncdes
pela deteccdo e guantificacdo do hormdnio adip

uma amostra biolégica, caracterizado por ser co

aplicar uma amostra bioldégica sobre o0s Db

@

e cistamina
icacdao 13,
ool Cl-C4.

dicacao 6,
detectora
ansmembrana
ubmersdo do
lucdo Tris-
0 ng pL™" e

AdipoR2,

rem lavados

dicacdo 6,
detectora
adipoQ; a

do durante
salino 0,01
ng plL™ de

SA); e, enm

BCOS Ccom um
uma das
fato de os

SCOS Sob um

metabdlicas
bnectina em
hsistido de

iossensores
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definidos nas reivindicacbes 1 a 5.

19 - Método de diagnéstico, de acorlddo com a

reivindicacdc 18, caracterizado por ser rea

lizado por

impedancia eletroquimica (EIS) e/ou voltametria ciclica

(VC); e pelo fato de amostra bioldgica ser uma

sangue ou urina.

amostra de
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BIOSSENSORES PARA DETECCAO E QUANTIFICACAO DO
ADIPONECTINA EM UMA AMOSTRA BIOLOGICA; METODO [
DOS BIOSSENSORES PARA DETECCAO E QUANTIFICACAO

ADIPONECTINA; E METODO DE DIAGNOSTICO DE DI

HORMONIO
E PRODUGAO
PO HORMONIO

FUNCOES

METABOLICAS
RESUMO

A presente invencdo se refere aos biossens
deteccdo e quantificacidoc do hormdénio adiponec!
amostra Dbicldgica que s&o consistidos de
revestido com agentes reticulantes; e, uma
detectora; ao método de producdo dos biosse
deteccdo e quantificacédo do horménio adiponect
amostra biloldgica que compreende as etapas de pi
eletrodo; revestimento; e, imobilizacdo da
detectora; e, método de diagndstico de

metabdlicas pela deteccdo e quantificacgdo d

bres para a
fina em uma
im  eletrodo
biomolécula
hsores para
Fina em uma
eparacdo do
biomolécula
disfuncdes

lo horménio

adiponectina em uma amostra bioldgica.



