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FILMES NANOESTRUTURADOS DE POLIMEROS
CONDUTORES, PROCESSO DE OBTENCAO E SEU USO COMO
PLATAFORMAS PARA O SENSORIAMENTO DE ACIDOS
NUCLEICOS

[001] A presente invengdo estende-se a sintese de filmes finos de polimeros
condutores (PC) sobre substratos flexiveis de polietileno tereftalato (PET) e a seu uso
como uma plataforma para a detec¢do de sequéncias especificas de acidos nucleicos (isto
¢, o sensoriamento molecular) de agentes infecciosos, como Leishmania infantum, o virus
da Zika, o virus do Papiloma Humano tipo 18 (HPV-18), dentre outras doengas de
importancia para a saide publica. A presente metodologia ¢ baseada na detec¢do de
acidos nucleicos (por meio de sua hibridizagdo com sondas de carater especifico) e tem
como objetivo permitir a incorporacdo do substrato polimérico assim preparado em
protocolos simples, rapidos, e de baixo custo para o diagnostico simplificado de doengas
infecciosas ou genéticas em pontos primarios de atendimento (possibilitando, em
especial, maneiras de prevencdo ou tratamento dessas doencas ainda em um estagio
inicial), para o monitoramento ambiental e para uma rapida identificagdo de patogenos

pela industria alimentar.

Antecedentes da invencao

[002] Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de biossensores simples, portateis
e de baixo custo para a detecg¢do de rapida de cadeias de acidos nucleicos (DNA, RNA)
se faz desejavel para possibilitar o diagnostico imediato de doengas infecciosas ou
genéticas, o monitoramento ambiental e a identificacdo de patdgenos pela industria
alimentar. Dentre os procedimentos adotados para a deteccdo altamente especifica da
hibridizacao de fitas de DNA, se destaca a exploragdo da variagdo das propriedades 6ticas,
eletroquimicas, impedimétricas, espectrométricas, ou gravimétrica dos materiais
empregados nos mais diversos sensores. Por sua vez, alguns desses métodos sdo
complicados, laboriosos e exigem o uso de equipamentos especializados, o que termina
por impossibilitar sua implementacdo em pontos primarios de atendimento. Assim,

métodos mais sensiveis e especificos, rapidos e econdmicos baseados no uso de
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nanomateriais vém sendo muito explorados no campo de bioreconhecimento de

molecular.

[003] Recentemente, esses novos nanomateriais tém sido explorados na

construcdo de sensores fluorescentes e utilizados como nanosupressores da fluorescéncia

(nanoquenchers) em ensaios de deteccdo de DNA. Assim, a nanoestrutura interage com

o fluoroforo de uma sonda de DNA marcada, com a fluorescéncia sendo extinta através

de processos de transferéncia de elétrons. Por sua vez, essa supressdo ¢ revertida apenas

quando o DNA alvo complementar esteja presente de modo a permitir a hibridizagao entre

a sonda e 0 alvo, o que leva a dessor¢do da sonda marcada, e assim a recuperacdo do sinal

de fluorescéncia. Assim, exemplos dos materiais citados e outros sdo listados na Tabela

1.

TABELA 1. PATENTES E ARTIGOS DE DIFERENTES PLATAFORMAS QUE REALIZAM

SENSORIAMENTO DE ACIDOS NUCLEICOS UTILIZANDO SONDAS DE DNA

Material
PATENTE/ Plataforma utilizado para a . - Tipo de
) . Meio de deteccio . .
ARTIGO (tipo) modificacio da biomolécula
matriz
CN104263833A Membranas Acidos nucleicos Solugdes aquosas DNA
US6613528B2 Filmes de celulose - SOluQO.eS aquosas 4 tidos nucleicos
ou biologicas
US6265155B1 Filme metalico - - Acidos nucleicos

LU ET AL. (2011) Nanoesferas de - Solugdes aquosas DNA
PPY

LIU ET AL. 2011) Nanofibras de - Solugdes aquosas DNA
PANI

YAN ET AL. (2015) Nanop;lr';ltcaulas de Oligossacarideos Solugdes aquosas DNA

US20150126393A1 Filmes de Teflon Nanoparticulas de i DNA

ouro
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WANG ET AL. Nanofitas de poli(p-

(2010) fenilenodiamina) Solugdes aquosas DNA

Estrut tal-
XIE ET AL. (2018) orsggrllilc];a (rhr;[%e;) - Solugdes aquosas DNA e RNA

PRESENTE Filmes polietileno Polianilina ou Solugdes aquosas e

TRABALHO tereftalato (PET) polipirrol complexas DNA

[004] A patente (CN104263833A) [1] descreve o uso de membranas de nylon com
superficies modificadas com acidos nucléicos para a detecgdo de sequéncias especificas
de 4cidos nucleicos para a identificacdo de espécies de fungos do género Candida e a

detecgdo de mutacdes genéticas.

[005] A patente (US6613528B2) [2] descreve o uso de filmes de celulose para o
a identificag@o ou triagem de ativos como compostos bioldgicos ou sequéncias de acidos

nucleicos que os codificam a partir de sistemas aquosos ou bioldgicos.

[006] A patente (US6265155B1), [3] descreve o uso de filmes metalicos
modificados em sua superficie com a incorporagdo de acidos nucleicos por meio de

ligantes para a detec¢do de acidos nucleicos.

[007] Lu e col. [4] descreveram o uso de nanoesferas de polipirrol (PPi)
imobilizadas com sequéncias fluorescentes de acidos nucleicos como plataforma para a
detec¢do de DNA. Em particular, essa plataforma foi usada para a detecg¢@o do virus de

HIV (virus da imunodeficiéncia humana) a partir de sistemas aquosos.

[008] Liu e col. [5] reportaram o uso de nanofibras de polianilina (PAni) para a
deteccdo de acidos nucleicos em sistemas aquosos como uma plataforma de detec¢ao por

fluorescéncia.

[009] Yan e col. [6] descreveram o uso de nanoparticulas de prata modificadas
em sua superficie através do uso de oligossacarideos para a deteccdo de acidos nucleicos

em sistemas aquosos.
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[010] A patente (US20150126393A1) [7] reportou o uso de filmes de teflon
modificados em sua superficie através do crescimento de cones de poliestireno recobertos

com nanoparticulas de ouro para a deteccdo de biomarcadores e/ou polinucleotideos.

[011] Wang e col. [8] descreveram o uso de nanofitas de poly(p-fenilenodiamina)
para a deteccdo de DNA; em particular, nesse trabalho o material foi utilizado para
detectar sequéncias especificas de acidos nucleicos de modo a identificar a presenca do

HIV em sistemas aquosos.

[012] Xiu e col. [9] reportaram o uso de estruturas metal-organicas (MOF) para a
detecgdo de DNA e RNA a partir de sistemas aquosos para sequéncias especificas dos

virus da Dengue e do Zika.

[013] Verificamos assim que os materiais sintetizados, filmes de nanoestruturados
de polimeros condutores foram comparados com kits e plataformas reportados na
literatura. Diante do apresentado, ressaltamos que até o momento nao foi descrita a
utilizacdo dos mesmos para a detecg¢do de acidos nucleicos a partir de sistemas aquosos

ou biologicos.

Sumario

[014] A presente invencdo apresenta um novo método, simples, rapido e de baixo
custo para a detec¢do de cadeias de acidos nucleicos de agentes patogénicos a partir da
imobilizacdo de suas cadeias de DNA pelo estabelecimento de interagdes moleculares
especificas (no processo de hibridizacao), através do uso de uma plataforma polimérica
formada por filmes nanoestruturados de polimeros condutores depositados em substratos

flexiveis.

[015] Em um primeiro aspecto, a invengdo descreve os métodos utilizados para a
sintese, crescimento e caracterizacdo de filmes nanoestruturados de PC em substratos de
PET. Para esse fim, foi realizado o crescimento dos polimeros polianilina (PAni) e
polipirrol (PPi) em substratos de PET através da rota de polimerizagdo in situ, a baixa
temperatura e sob reduzidas concentragdes de reagentes. A caracterizagdo da composicdo
e morfologia dos filmes nanoestruturados foi realizada por meio das técnicas de
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia na

regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) e microscopia eletronica de varredura (MEV).
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[016] Os filmes obtidos sdo estruturalmente compostos por um substrato flexivel
de PET, mas ndo limitado ao uso de apenas esse material, recoberto por uma ou mais
camadas de qualquer PC, ou ainda camadas alternadas de dois ou mais PCs. A utilizacdo
dos PCs como material ativo se deve ao fato dos mesmos serem compostos por estruturas
com anéis conjugados, que podem vir a interagir de forma hidrofébica com as bases
nitrogenadas de fitas simples das cadeias de acidos nucleicos de interesse, de acordo com
caracteristicas (pH, concentragdo idnica, entre outras) controladas do meio fisico-quimico
em que a interacdo ocorre. Além disso, a peculiar propriedade de boa condutividade
elétrica dos PCs permite que eles possam atuar como supressores de fluorescéncia das
moléculas reporter por meio da captura e subsequente deslocalizacdo dos elétrons
fotoexcitados da molécula, de acordo com a proximidade observada entre ela e o PC. Por
exemplo, o PPi é capaz de adsorver acidos nucleicos pelo processo de empilhamento 7 -
7 (uma interacdo hidrofobica) das bases nitrogenadas com os anéis heterociclicos da

cadeia polimérica.

[017] Em um segundo aspecto, a atual invengdo descreve filmes nanoestruturados
de PCs, para os quais ndo existem precedentes de uso como uma plataforma em
metodologias para o biossensoriamento de intera¢cdes moleculares de acidos nucleicos e
de outras biomoléculas. A isso se acrescenta o fato de que, devido ao crescimento dos
PCs em substratos solidos, se torna possivel um facil manuseio da plataforma, um melhor
controle da imobilizagdo de sondas e a ndo contaminacdo da amostra (uma vez que o
material ativo, o PC, ndo se apresenta em uma forma coloidal, o que tornaria dificil sua

separagdo quando posto em contato com as amostras).

[018] Em um outro aspecto, o0 método de deteccdo das interagdes moleculares
utilizando a plataforma PET-PC pode envolver uma resposta de natureza oOtica ou
espectroscopica, preferencialmente, mas ndo apenas, via monitoramento da intensidade
de fluorescéncia das sondas de DNA marcadas com fluor6foros. Os acidos nucleicos de
interesse a serem detectados podem ser provenientes de bactérias, fungos, virus, parasitas,

ou qualquer outro agente de natureza infecciosa ou nao.

[019] Em um ultimo aspecto, o método de reconhecimento por meio de interagdes
moleculares especificas, utilizando a plataforma PET-PC, mesmo que preferencialmente
aplicavel a detecgdo de acidos nucleicos, ndo se limita apenas a esse tipo de moléculas e
pode ser adaptado para a deteccdo de outras biomoléculas, como, por exemplo, no

estabelecimento de interacdes moleculares proteicas (antigeno — anticorpo), desde que a
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molécula de bioreconhecimento a ser imobilizada na plataforma possa ser marcada com

um reporter fluorescente.

[020] Nas exemplificacdes demonstradas desta invengdo, utilizamos plataformas
compostas dos polimeros condutores PAni e PPi na forma de monocamadas (PET-PAni
e PET-PPi) e bicamadas alternadas (PET-PAni/PPi e PET-PPi/PAni). As plataformas
constituidas de filmes em monocamadas foram usadas em ensaios de biosenssoriamento
fluorescente de cadeias de acidos nucleicos especificas do parasita da doenga
leishmaniose visceral, pela utilizacdo de sistemas modelos ¢ amostras de soro de sangue
humano (um sistema complexo e mais realista). Ja as plataformas com filmes bicamadas
foram usadas para a detec¢do de acidos nucleicos especificas do virus da Zika, sob
condices controladas. Em ambas as exemplificagdes, especificamente, mas ndo se
limitando a elas, a invengdo se utiliza de métodos de biossensoriamento que envolvem as
seguintes etapas: (i) a imobilizacdo de sondas de cadeias simples de acidos nucleicos
marcadas com um molécula reporter (um fluor6foro, no caso especifico), (ii) a lavagem
da plataforma com as sondas imobilizadas para a remocdo de moléculas fracamente
adsorvidas, (iii) a inclusdo das plataformas com as sondas imobilizadas em amostras
contendo ou ndo a sequéncia de acidos nucleicos de interesse, (iv) a remogdo da
plataforma do meio de interagdo, (v) a deteccdo da recuperacio de fluorescéncia a partir

de medidas das amostras em um fluorimetro.

[021] Pelos termos “biossensoriamento” compreende-se a capacidade de
biossensores (dispositivos analiticos que combinam a especificidade das biomoléculas na
detecgdo, qualificacdo e quantificacdo de um analito de interesse com a sensibilidade de
um transdutor na conversdo de uma resposta biolégica em um dominio elétrico ou 6tico,
térmico, magnético, etc) de obter informagdes sobre as moléculas bioldgicas alvo através
do registro de interagdo intermoleculares por meio de uma resposta elétrica, Otica,

magnética, ou térmica, entre outras.

[022] Pelo termo “PC” compreende-se todo a classe de polimeros aromaticos ou
ndo que, apresentando uma sequéncia de ligagdes simples e duplas alternadas, do tipo
carbono-carbono ou carbono-heteroatomo, sejam capazes de transportar carga ao longo
da cadeia polimérica mediante a deslocalizacdo espacial de defeitos estruturais (ions
radicais, quase particulas) tipo polarons e/ou bipolarons formados durante a sintese

polimérica, ou através de dopagem 6xido-redutiva ou por meio da protonacdo da cadeia.
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[023] Pelo termo “dcidos nucleicos” compreende-se macromoléculas biologicas
poliméricas constituidas por nucleotideos ligados entre si através de ligagdes fosfodiéster.
Os acidos nucleicos s@o de dois tipos: o acido desoxirribonucleico (DNA) e o acido
ribonucleico (RNA), que se diferenciam por seus grupos sacarideos, bases nitrogenadas,

estrutura, e as fun¢des desempenhadas no organismo.

[024] Pelo termo “hibridiza¢do” compreende-se um fendmeno fundamental na
area da biologia molecular, que se deve a propriedade que os acidos nucleicos em fitas
simples t€ém de emparelhar suas bases com outras complementares mediante a formagao
de pontes de hidrogénio. Estas reagdes ocorrem entre acidos nucleicos
independentemente da sua natureza, sendo apenas necessario que as cadeias simples

envolvidas no emparelhamento sejam complementares entre si.

[025] Pelo termo “interacdo hidrofobica” compreende-se, particularmente na
presente inven¢do, uma interacdo ndo covalente, caracterizada pelo empilhamento de

cadeias aromaticas devido ao acoplamento entre seus sistemas de elétrons .

[026] Pelo termo “filmes nanoestruturados” compreende-se qualquer camada (ou
pelicula) constituida de moléculas ou nanoestruturas caracteristicas homogeneamente
distribuidas ao longo de uma determinada superficie (o substrato). E a variagio de
parametros como espessura e o grau de empacotamento molecular que permite ajustar as

propriedades diferenciadas da superficie.

Problemas e limitacoes do estado da técnica

[027] Como apresentado anteriormente, nas ultimas décadas pesquisas extensivas
tém sido dedicadas ao desenvolvimento de biossensores simples, rapidos, portateis e de
baixo custo para a detecc¢do rapida de cadeias de acidos nucleicos. Essa deteccdo ¢ um
passo fundamental para um diagnodstico mais rapido e especifico de doencgas infecciosas
ou de origem genética em pontos primarios de atendimento (em especial para a prevencdo
ou o tratamento dessas doencas ainda em seu estagio inicial), e a rapida identificacdo de
patdgenos no monitoramento ambiental e na industria alimentar [10, 11]. Deste modo,
existem muitos métodos bem estabelecidos baseados em diferentes principios de
transducdo para a deteccdo altamente especifica da hibridizacdo de fitas de acidos
nucleicos (explorando propriedades oticas [12, 13], eletroquimicas [14, 15],
impedimétricas [16, 17], espectrométricas [18], gravimétrica [19], entre outras). No

entanto, alguns desses métodos sdo mais elaborados e caros, além de demorados, exigindo
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o uso de equipamentos especializados, caracteristicas que representam um entrave a

maior difusdo de sua implementagdo em pontos primdarios de atendimento [6].

[028] A vista disso, a invengdo descrita na presente patente propde a utilizagdo de
uma plataforma na forma de filme que seja composto por polimeros intrinsecamente
condutores nanoestruturados depositados em folhas de PET e que possa ser utilizado
como um eficiente sistema de biossensoriamento baseado na supressao da fluorescéncia

de sondas especificas de 4cidos nucleicos.

Vantagens da invencao

[029] A utilizacdo da presente invengdo como sistemas de biossensoriamento
baseados na supressdo da fluorescéncia de sondas especificas de acidos nucleicos traz

como vantagens essenciais;

1) A metodologia proposta pode ser usada como uma plataforma universal de
deteccdo de acidos nucleicos por fluorescéncia, uma vez que basta adotar a
sequéncia do ssDNA sonda que seja especifica para a molécula alvo de
interesse.

2) Excelente seletividade com relagdo ao DNA alvo especifico, com a
possibilidade de distingdo efetiva daquelas sequéncias perfeitamente
complementares em relagdo a outras que dela difiram, mesmo que por apenas
uma unica base.

3) Apresentar uma forma conveniente dos procedimentos de manipulacdo das
amostras, uma vez que o material ativo se encontra depositado em substrato
solido.

4) Boa relacdo linear (¢ uma relativamente larga faixa de detecg@o) entre a
intensidade de fluorescéncia e a concentracdo do DNA alvo.

5) Baixo limite de detec¢do, estimado entre 10 a 1012 Molar.

6) Curto tempo de deteccdo, estimado em tipicamente apenas 60 min, para
completar o ensaio.

7) Bom nivel de aplicabilidade em ambientes complexos como amostras de soro

humano.

A novidade e o efeito técnico alcancado
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[030] O avango alcangado com essa invengdo consiste no fato de que até o
presente momento nenhuma instituicdo de pesquisa, ensino ou setor privado empregou
filmes nanoestruturados de polimeros condutores como nanosupressores do sinal de
fluorescéncia (nanoquenchers) em ensaios de detec¢do de 4cidos nucleicos

(biossensoriamento).

Breve descricao das Figuras

[031] Na Fig. 1 é apresentada uma representacdo pictérica das principais etapas do

processo de preparagdo dos filmes de PPi e PAni

[032] Na Fig. 2 sao apresentados os espectros ATR-FTIR da folha de PET (a) e dos filmes
de PET-PPi (b) ¢ PET-PAni (c¢).

[033] Na Fig. 3 sdo apresentados os espectros de UV-Vis dos filmes de PET-PPi (a) e
PET-PAni (b).

[034] Na Fig. 4 sao apresentadas as micrografias de MEV da superficie da folha de PET
limpa (a), dos filmes monocamadas de PET-PAni (b), PET-PPi (c¢), ¢ dos filmes de
bicamadas alternadas PET-PPi/PAni (d) e PET-PAni/PPi (e).

[035] Na Fig. 5 ¢ apresentada uma ilustragdo esquematica do mecanismo de detecgdo de
fluorescéncia de acidos nucléicos pelo uso de filmes PET-PC como plataformas de

biossensoriamento.

[036] Na Fig. 6 ¢ apresentada uma representacdo esquematica das principais etapas da
metodologia empregada para realizar os ensaios de biossensoriamento por fluorescéncia

a partir do uso das plataformas PET-PC.

[037] Na Fig. 7 sdo apresentados os espectros de emissao de fluorescéncia da solucdo de
FAM-ssDNA sob diferentes condi¢cdes: antes (a) e apés a interacdo com filmes
monocamadas PET-PAni (b) e PET-PPi (¢). No detalhe, ¢ mostrada a intensidade da
fluorescéncia apos a interacao dos sistemas PET-PAni/FAM-ssDNA e PET-PPi/FAM-
ssDNA com o ssDNA alvo complementar e ndo complementar do protozoario

Leishmania infantum.
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[038] Na Fig. 8 ¢ apresentado o estudo cinético da imobilizagdo da solugdo de FAM-
ssDNA em filmes PET-PPi e PET-PAani (a) e de recuperacdo da fluorescéncia do FAM-
ssDNA imobilizado (b) apods interacdo dos sistemas PET-PPi/FAM-ssDNA e PET-
PAni/FAM-ssDNA com o ssDNA alvo complementar — TO.

[039] Na Fig. 9 ¢ apresentada a resposta da intensidade de fluorescéncia dos sistemas
PET-PPi/FAM-ssDNA (a) e PET-PAni/FAM-ssDNA (b) ap6s a adi¢do do ssDNA alvo
complementar na faixa de (1-600) nM (em detalhe nas figuras, os graficos

correspondentes ao intervalo de resposta linear do ensaio).

[040] Na Fig. 10 sdo apresentados os histogramas da seletividade dos sistemas PET-
PPi/FAM-ssDNA (a) e PET-PAni/FAM-ssDNA (b) para a detec¢ao de (TO) ssDNA alvo
complementar ¢ com (T1) uma base incompativel, (T2) duas bases incompativeis e

(ncDNA) ssDNA alvo ndo complementar.

[041] Na Fig. 11 ¢ apresentada a curva de calibracdo e a faixa de resposta linear entre a
intensidade de fluorescéncia e a concentragdo de ssDNA alvo complementar presente em
amostras de SSH diluidas 10x para os sistemas PET-PPi/FAM-ssDNA (a) e PET-
PAni/FAM-ssDNA (a).

[042] Na Fig. 12 s@o apresentados os espectros de emissdo de fluorescéncia da solugdo
de FAM-ssDNA sob diferentes condigdes: antes (I) e apos (II) interagdo com filmes
bicamadas PET-PPi/PAni ¢ (¢) PET-PAni/PPi. No detalhe, a intensidade da fluorescéncia
apos interagdo dos sistemas PET-PPi/PAni/FAM-ssDNA e PET-PAni/PPi/FAM-ssDNA

com o ssDNA alvo complementar e ndo complementar do virus Zika.

[043] Na Fig. 13 ¢ apresentado o estudo cinético da imobilizacdo da solucdo de FAM-
ssDNA em filmes bicamadas PET-PAni/PPi e PET-PPi/PAani (a) e da recuperagdo da
fluorescéncia do FAM-ssDNA imobilizado apds interagdo dos sistemas PET-
PAni/PPi/FAM-ssDNA e PET-PPi/PAni/FAM-ssDNA com o ssDNA alvo complementar
— TO do virus Zika (b).

[044] Na Fig. 14 ¢ apresentada a curva de calibracdo e a faixa de resposta linear entre a
intensidade de fluorescéncia e a concentragdo de ssDNA alvo complementar TO do virus

Zika para os sistemas (a) PET-PPi/PAni/FAM-ssDNA e (b) PET-PAni/PPi/FAM-ssDNA.

Descricao detalhada da invencao
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Exemplo 1. Preparacio e caracterizacio das formas de realizacio preferidas dos

filmes nanoestruturados de PC sobre PET
Exemplo 1.1. Preparacio das folhas de PET

[045] Folhas quadradas de PET com lados de tamanho igual a 32 mm foram
limpas com detergente e enxaguadas com agua deionizada, e depois sonicadas em
isopropanol. Em seguida, mascaras retangulares, preparadas utilizando fita adesiva,
foram coladas em ambos os lados dos substratos de PET recém limpos. A deposi¢do de
PPi e PAni sobre as folhas de PET foi realizada através de um procedimento de

polimerizacao quimica in situ.
Exemplo 1.2. Preparacio dos filmes de PET-PPi via polimerizacio quimica in situ

[046] As cadeias de PPi foram depositadas de acordo com a seguinte
metodologia. Inicialmente, o mondmero de pirrol foi diluido em agua deionizada e
adicionado a um béquer de 250 mL, onde a folha de PET com mascara foi colocada
verticalmente para permitir o crescimento do filme polimérico sobre ambos os lados do
substrato. Em seguida, uma solu¢do aquosa de FeCls foi adicionada lentamente para
iniciar a polimerizagdo, que ocorreu por algumas horas a baixa temperatura e sob agitagao
constante. Finalmente, os filmes obtidos foram lavados varias vezes com agua deionizada,

secos com um fluxo de ar comprimido seco e cortados em tiras de largura idénticas.
Exemplo 1.3. Preparacio dos filmes de PET-PAni via polimeriza¢ao quimica in situ

[047] Os filmes PAni foram obtidos através da implementacdo de leves
alteracdes do procedimento descrito acima para o PPi (exemplo 1.2). A sintese foi
realizada em uma solucdo aquosa de HCIl, adicionando o monomero anilina e o0 APS (do
inglés, Ammonium Persulfate), usado como oxidante. Na Fig. 1, apresentamos uma

representacao pictorica do processo de preparacdo dos filmes de PPi e PAni.

Exemplo 1.4. Preparacao dos filmes bicamadas de PET-PAni/PPi e PET-PPi/PAni

via polimerizacio quimica in situ

[048] Neste exemplo especificamente, os filmes em bicamadas, sobre os quais €
realizado o crescimento de camadas alternadas, sdo formados primeiramente pelo

crescimento de uma camada de PPi sobre o PET, conforme a metodologia de
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polimerizacdo descrita no exemplo 1.2. Posteriormente, uma segunda camada de outro
PC, no caso, Pani, é incorporada sobre a primeira camada de PPi, de acordo com o
processo de polimerizagdo apresentado no exemplo 1.3, formando deste modo a
bicamada polimérica nanoestruturada PET-PPi/PAni. Filmes com a sequéncia invertida
das bicamadas nanoestruturada (PET-PAni/PPi), onde inicialmente é crescida a PAni ¢

posteriormente o PPi, foram preparados utilizando o mesmo processo.
Exemplo 1.5. Métodos de caracterizaciio e as caracteristicas dos filmes de PET-PC

[049] Para investigar a composicdo dos filmes nanoestruturados de PC
depositados sobre o substrato de PET produzidos conforme os procedimentos descritos
nos Exemplos 1.2, 1.3 ¢ 1.4, andlises de FTIR foram realizadas (no intervalo de 2000—
630 cm™!) usando um espectrometro IR Tracer-100 (Shimadzu, Japdo), utilizando um
uma célula ATR com cristal de ZnSe. Para confirmar a composicdo do material e
identificar o estado de oxidacdo da PAni e do PP1i, espectros de UV-Vis dos filmes foram
coletados utilizando um espectrofotometro UV-2600 (Shimadzu, Japdo). As
caracteristicas morfologicas desses filmes foram avaliadas por meio de microscopia
eletronica de varredura (MEV), utilizando um microscopio Mira3-LM FEG (TESCAN,
Republica Tcheca).

[050] Como pode ser observado na Fig. 2, o espectro de FTIR do PET (curva a)
apresenta quatro picos principais: um em 1714 cm!, associado as vibragdes C=0 do
grupo éster do 4cido tereftalico, outros dois em 1248 cm™! e 1099 cm!, que sdo
caracteristicos do polietileno tereftalato e podem ser atribuidos respectivamente ao
estiramento assimétrico C—-C—-O e O—C—C, e um em 722 cm’!, relacionado as vibragdes
de dobramento C—H nas estruturas aromaticas [20]. No espectro dos filmes de PET-PPi
(curva b), as bandas caracteristicas do PPi estdo presentes. As bandas em 1548 cm! ¢
1452 c¢cm™ correspondem as vibragdes de estiramento C=C e C-N, respectivamente,
enquanto que as bandas em 1300 cm™ e 1163 cm™! estdo associadas as vibragdes C—H no
plano, e as bandas em 887 cm™! e 777 cm! sdo atribuidas as vibragdes C-H fora do plano
[21-23]. No caso dos filmes de PET-PAni (curva c), as bandas principais que sdo
observadas em 1573 cm™! € 1496 cm! podem ser atribuidas ao estiramento C=C nos anéis
quinoides e benzendides, respectivamente. Finalmente, as bandas em 1300 cm™ e 817 cm
I estdo correlacionadas as vibragdes de estiramento C—N e flexdo C—H fora do plano nos

anéis benzenoides, respectivamente [23-25]. A técnica ATR ¢ uma medida de superficie
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e no caso dos espectros dos filmes bicamadas foi observado que o espectro da camada
superior (que varia de acordo com a configura¢do, PET-PAni/PPi ou PET-PPi/PAni) se
sobressai, de modo a que foram observados os mesmos picos caracteristicos dos filmes
monocamadas do respectivo PC. Com isso, pudemos comprovar que por meio da
polimerizacao in situ conseguimos de fato incorporar as cadeias tanto da PAni como do

PPi na superficie do PET.

[051] Quanto ao estado de oxidagdo da PAni e do PPi depositados sobre o PET,
os espectros de UV-Vis apresentados na Fig. 3 mostram que para os filmes de PET-PPi
(curva a), a banda de absorc¢do observada em 450 nm pode ser atribuida as transigoes m—
7*, enquanto que, como usual, a ampla banda acima de 600 nm ¢é associada a presenga de
bipdlarons, que sdo os portadores de cargas tipicos do PPi dopado (isto ¢, em seu estado
condutor) [26, 27]. Ja para os filmes de PET-PAni (curva b), o espectro exibe duas bandas,
uma em 330 nm e a outra em 620 nm, que sdo caracteristicas do estado base esmeraldina,
a forma ndo dopada da PAni. A primeira estd associada a transicdo m—n* dos anéis
benzénicos, enquanto a segunda corresponde a transicdo do éxciton molecular [28, 29].
Essas diferencas observadas no estado de oxidac¢do dos filmes de PET-PPi ¢ PET-PAni
ocorrem porque mudangas no pH do meio ndo afetam tanto o estado dopado do PPi,
enquanto que a transi¢do entre os estados de oxidacdo da PAni é muito susceptivel a
mudanga de pH. Assim, mesmo em pH 6,0, cargas positivas permanecerdo presentes nas

cadeias de PPi.

[052] As micrografias de MEV com alta ampliagdo obtidos das folhas de PET
puro (Fig. 4a) mostram que a superficie é lisa e uniforme, ndo apresentando nenhuma
rugosidade evidente. Por outro lado, para todos os filmes, PET-PAni (Fig. 4b) e PET-PPi
(Fig. 4¢), PET-PPi/PAni (Fig. d) e PET-PAni/PPi (Fig. e) depositados sobre os substratos
de PET, foi observado que as camadas nanoestruturadas sao homogéneas e rugosas ao
longo de toda a area de deposicdo. Além disso, ¢ possivel observar que os filmes sdo
formados por nanofibras, no caso da Pani, e nanograos, para o PPi, estruturas ja esperadas

para a rota de sintese adotada para esses PCs [30, 31].

Biossensoriamento de cadeias de dcidos nucleicos de agentes patogénicos usando a

plataforma de filmes PET-PC nanoestruturados

[053] A presente invencdo compreende a producdo de filmes finos

nanoestruturados de polimeros condutores sobre substratos flexiveis, como laminas de
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PET, mas ndo somente estes, ¢ seu uso como uma plataforma universal para o
biossensoriamento fluorescente de cadeias de acidos nucleicos de agentes patogénicos,

preferencialmente DNA.

[054] Os filmes de PET-PC descritos na presente invengao possuem afinidade néo
especifica por acidos nucleicos, do tipo hidrofobica, o que possibilita sua utiliza¢do na
adsorcao de fitas simples de acidos nucleicos, como cadeias de RNA e de DNA (ssDNA).
Tais fitas de acidos nucleicos, por sua vez, podem estar modificadas com moléculas
fluorescentes (os fluoroforos), ou ndo. O polimero depositado no substrato de PET, por
ter propriedades condutoras e ser constituido por estruturas aromaticas, desempenha duas
fungdes. A primeira, como mencionado, esta associada a capacidade de adsorgdo das fitas
simples de acidos nucleicos pela interagdo hidrofobica entre as bases nitrogenadas dos
acidos nucleicos e suas estruturas aromaticas [32, 33]. Em segundo lugar, devido a
propriedade de condutividade, o PC age ao mesmo tempo como um supressor de
fluorescéncia das moléculas reporteres por meio da captura e posterior dispersdo do
elétron fotoinduzido da molécula ao longo da cadeia polimérica do PC [5]. Na presente
invencao, ¢ explorada a supressao de fluorescéncia, mas ndo se limitando apenas a ela,
como mecanismo de bio-reconhecimento. Nas secdes a seguir serdo descritas algumas
exemplificagdes de uso dos filmes nanoestruturados de PET-PC, com o objetivo apenas
de ilustrar algumas das diferentes possibilidades de aplicac¢do da invengdo. Assim, deixa-
se desde ja compreendido que a presente inveng@o ndo se limita as condi¢des ou detalhes

especificos descritos nos exemplos apresentados.

Exemplo 2. Imobilizacao de sondas de DNA fita simples e mecanismo de supressao

de fluorescéncia

[055] O uso de filmes de PET-PC como uma plataforma para a deteccao de acidos
nucleicos envolve primeiro a imobilizagdo de um DNA de fita simples marcado com um
fluoréforo (FAM!-ssDNA) na superficie do filme, em um processo que ocorre devido a
interacdo hidrofobica (ndo especifica) entre as bases nitrogenadas e as estruturas
aromaticas das cadeias poliméricas dos PCs. Isso, por sua vez, leva a supressdo do sinal

de luminescéncia devido a captura do elétron do fluor6foro pelo PC pela proximidade

'FAM - O 5 (6) — carboxifluoresceina é um corante fluorescente derivado da fluoresceina mais comum
para marcacdo de biomoléculas. Ele tem uma alta capacidade de absorgdo, excelente rendimento quantico
de fluorescéncia e boa solubilidade em 4gua, ¢ um maximo de excitagdo que corresponde exatamente a
linha espectral de 488 nm do laser de ions de argénio.
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entre os dois. Subsequentemente, quando o filme composto PET-PC/FAM-ssDNA ¢
posto em contato com a solu¢do de DNA alvo, a hibridiza¢do especifica da sonda com
sua fita complementar causa a liberagdo do FAM-ssDNA. As cadeias de DNA de fita
dupla (dsDNA) assim formadas retornam ao meio liquido, e, como resultado, a
fluorescéncia ¢ restaurada. O mecanismo € mostrado esquematicamente, ¢ de forma

resumida, na Fig. 5.

Exemplo 3. Ensaios de sensoriamento por fluorescéncia de DNA do parasita

Leishmania infantum com base no uso de filmes de PET-PAni e PET-PPi

[056] Como uma exemplificagdo de uso da presente invengdo, avaliou-se a
capacidade de sensoriamento. Para isso, escolhemos utilizar como sistema modelo
moléculas sonda compostas por sequéncias de oligonucleotideos? (marcadas com FAM)
associadas ao parasita Leishmania infantum. A metodologia adotada para o
sensoriamento consistiu em colocar inicialmente os filmes de PET-PAni e PET-PPi para
interagir com 1 mL de uma sonda ssDNA marcada com FAM diluida em um tampao
Tris3-HCI, na presenca de MgCl, durante um periodo de 30 a 360 min e sob agitagio
constante. Em seguida, os filmes foram removidos da solugdo de FAM-ssDNA e
submetidos a um processo de limpeza que consistiu em lavagens consecutivas com
tampao Tris-HCI (pH 7,4) na presenca de MgCl,. Posteriormente, para realizar a etapa de
hibridiza¢do, os sistemas PET-PPi/FAM-ssDNA e PET-PAni/FAM-ssDNA foram
colocados em contato com diferentes concentragdes — na faixa de (1-600) nM — do DNA
alvo complementar durante um intervalo de tempo entre 10 e 360 min. Finalmente, o
filme foi removido da solug¢do contendo o DNA alvo complementar e a intensidade de
fluorescéncia da sobrenadante medida em um fluorimetro FluoroLog-3 (Horiba, EUA).
Na Fig. 6 sdo apresentadas de forma esquematica as principais etapas da metodologia

desenvolvida na presente invencao.

[057] Na Fig. 7 sdo mostrados os espectros de emissdo de fluorescéncia da sonda
FAM-ssDNA obtidos sob diferentes condi¢des. Na curva a, & possivel observar que a

solucdo de sonda inicial (ou seja, como preparada) exibe uma forte emissdo de

2Qligonucleotideo — E um fragmento curto de uma cadeia simples de 4cido nucleico, com um tamanho
tipico de ndo mais do que algumas poucas dezenas de pares de base.

3Tris — E uma abreviagio do composto (hidroximetil)Jaminometano, N(CH2OH)s, muito usado para a
preparagdo de tampdes bioldgicos.
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fluorescéncia devido ao corante fluoresceina acoplado a estrutura da sonda, enquanto que
a intensidade da emissdo de fluorescéncia diminui 57% [84%] apds uma interagdo em um
intervalo de tempo entre 20 e 360 minutos com filmes de PET-PAni (curva b) [PET-PPi
(curva ¢)]. De fato, isso é uma indicagdo de que esses filmes adsorvem fortemente a sonda
FAM-ssDNA. Apo6s a sonda estar firmemente imobilizada, cada um dos dois sistemas
PET-PC/FAM-ssDNA filme foi imerso em uma solu¢do do DNA alvo (uma cadeia
simples complementar (T0) ou ndo complementar (ncDNA)). Quando as intensidades da
fluorescéncia recuperada dos sobrenadantes de TO e ncDNA foram comparadas, a maior
resposta foi de fato encontrada para o caso do DNA alvo complementar (detalhe da Fig.
7), confirmando que sob este protocolo os filmes PET-PAni e PET-PPi sdo eficazes para

monitorar a intensidade das interagdes biomoleculares.

[058] Nas Figs. 8a ¢ 8b, apresentamos os resultados da investigagdo sobre a
cinética do processo de imobilizagdo do FAM-ssDNA em ambos os filmes de PET-PAni
e PET-PPi e mostramos a evolugdo da recuperacdo da intensidade de fluorescéncia
conforme prossegue a hibridizacdo dos sistemas de filmes PET-PC/FAM-ssDNA com
seu respectivo DNA complementar. Como pode ser observado na Fig. 8a, para os dois
tipos de filmes, nas condigdes estudadas, € necessario um tempo de 180 min de incubagéo,
mas que nao se limita a esse, para que a adsor¢do da sonda atinja o equilibrio. Quando na
presenga do DNA alvo complementar (Fig. 8b), uma recuperacao rapida da fluorescéncia
¢ observada durante os primeiros 30 min, com a situag¢do de equilibrio sendo alcangada
em 60 min. Assim, para ambos os filmes baseados em PET-PPi e PET-PAni (ndo se
limitando apenas a esses), os tempos 6timos escolhidos para o processo de imobilizagdo
da sonda e para a liberagdo do FAM-ssDNA foram de 180 min e 60 min, respectivamente.
Aqui, novamente lembrando que a presente inven¢do ndo se limita as condi¢cdes ou

detalhes especificos descritos nos exemplos.

Exemplo 3.1. Ensaios de sensibilidade e seletividade da deteccio de DNA de

Leishmania infantum

[059] Para avaliar a faixa de deteccdo efetiva, bem como para estimar o menor
limite de deteccdo para os filmes de PET-PPi e PET-PAni, implementamos um estudo
detalhado empregando diferentes concentracdes do DNA alvo complementar, seguindo a
metodologia apresentada em [056] e os tempos 6timos de [058]. A recuperagdo da

fluorescéncia para TO no intervalo de 1 a 600 nM para PET-PPi e PET-PAni ¢ mostrada
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nas Figs. 9a ¢ 9b. Como pode ser visto, apds exposicdo a concentragdes crescentes do
DNA alvo, uma maior quantidade de FAM-ssDNA ¢ liberada da superficie dos filmes,
resultando na formagdo de um maior nimero de cadeias de dSDNA e, consequentemente,
no aumento da intensidade da fluorescéncia. Nesse exemplo especifico, a saturacdo ¢
alcangada para uma concentracao de 300 nM [500 nM] de DNA alvo, no caso dos filmes
de PET-PPi [PET-PAni]. Uma relagdo linear, com coeficiente de determinagdo (R?) em
torno de 0,994, foi encontrada entre a intensidade de fluorescéncia a 520 nm (F) ¢ a
concentragcdo do DNA alvo (¢), na forma log F = 5,54 + 0,548 log ¢, no intervalo de (1 —
500) nM, para os filmes de PET-PAni. Para os filmes de PET-PPi, do mesmo modo, neste
exemplo foi obtido um R? alto (por volta de 0,992) no intervalo de (1 — 300) nM, a partir
de um ajuste do grafico log (F) versus log (¢), na forma log F = 5,31 + 0,508 log ¢. O
limite de detec¢do foi estimado como 1,1 nM [1,3 nM] para os filmes de PET-PPi [PET-
PAni], usando a relagdo 30/S (onde o = desvio padrdo da amostra branco, ¢ S a inclinagdo

da curva de calibracdo) [34].

[060] A sensibilidade é uma caracteristica relevante de um sistema de detecgao,
mas na avaliagdo do desempenho de detec¢do correspondente um pardmetro importante
a ser também considerado ¢ a seletividade em relagdo a molécula-alvo especifica. Para
avaliar a seletividade de recuperagdo da intensidade de fluorescéncia dos sistemas de
filmes PET-PC/FAM-ssDNA, usamos tipos distintos de ssDNA alvo: i) ssDNA
perfeitamente complementar (TO0), ii) com uma unica (T1) ou iii) duas bases nitrogenadas
incompativeis (T2) e iv) ssDNA ndo complementar (ncDNA), seguindo a metodologia
descrita em [056] ¢ [058] e mantendo fixa a concentracdo das diferentes sondas alvo (TO,
T1, e T2). Nesse exemplo, como mostrado na Fig. 10a, no caso dos filmes de PET-PPi a
intensidade de recuperacao de fluorescéncia para T1 [T2] foi significativamente menor
(32% [18%]) do que o valor obtido quando o ssDNA alvo totalmente complementar foi
usado. De maneira semelhante, os valores correspondentes para os filmes de PET-PAni
foram 37% e 23% (Fig. 10b). Além disso, quase nenhuma alteragdo na fluorescéncia foi
observada quando o sistema PET-PPi/FAM-ssDNA ou PET-PAni/FAM-ssDNA foi
exposto a um ssDNA alvo ndo-complementar. A boa reprodutibilidade desses resultados,
assim como o aumento observado na intensidade de fluorescéncia quando os filmes com
sonda imobilizadas sdo expostos ao DNA complementar, se constituem em evidéncias da
ocorréncia de um bom emparelhamento das bases complementares da sonda imobilizada

com os alvos apropriados. Ambos os tipos de sistemas de detecc@o apresentam uma alta
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seletividade para o ssDNA alvo complementar correto (T0), como demonstrado pelo fato
de que respostas equivalentes ndo foram observadas mesmo quando sequéncias de

oligonucleotideos apresentando apenas uma tnica base incompativel (T1) foram testadas.

Exemplo 3.2. Ensaios de sensoriamento em amostras complexas

[061] Para verificar a viabilidade do uso de filmes PET-PC para a analise de
amostras reais, avaliamos sua tolerancia a interferéncia quando as cadeias alvo foram
diluidas em amostras de soro de sangue humano (SSH). Nestes ensaios, as amostras de
SSH originais foram inicialmente pré-tratadas para a eliminacdo de proteinas. Para isso,
Proteinase K foi adicionada em amostras de SSH. Em seguida, a mistura obtida foi
aquecida por um intervalo de tempo de 5 a 30 min e depois centrifugada. O sobrenadante
obtido foi diluido 10x em tampao Tris-HCI (na presenga de MgClz) e depois diferentes
concentragdes de ssDNA alvo TO (1, 5, 10, 20, 30 e 50 nM), que, especificamente para
este caso, foram reforgadas (“spiked”) pelo método de adigdo padrdo). Os ensaios de
detecgdo por fluorescéncia foram realizados conforme a metodologia descrita em [056] e

[058].

[062] Uma nova curva de calibracao, conforme a metodologia relatada em [059],
foi construida, quando foi verificado que, para ambos os sistemas de PICs avaliados, nas
presentes condi¢des ha também uma boa linearidade (o coeficiente de correlagdo (R?) ¢
igual a 0,99 e 0,98 para o PET-PPi e a PET-PAni, respectivamente) na relacdo entre a
intensidade de fluorescéncia e a concentragdo de ssSDNA alvo complementar em amostras
de SSH (Fig. 11), com os desvios padrio relativos (DPR, n=5) encontrados sendo todos
menores que 5%. Portanto, estes resultados mostram que o biossensor construido com
base em sistemas de filmes PET-PC/FAM-ssDNA pode vir a ser aplicado para a deteccao

direta de cadeias de acido nucleico em amostras biologicas complexas.

Exemplo 4. Ensaios de sensoriamento por fluorescéncia de DNA do virus Zika com

base no uso de filmes de PET-PAni/PPi e PET-PPi/PAni

[063] Em uma outra exemplificagdo da presente invengdo, filmes bicamadas de
PET-PAni/PPi e PET-PPi/PAni foram preparados para avaliar tanto o desempenho de
biossensoriamento das plataformas PET-PC ¢ a influéncia da interagdo entre diferentes

camadas de PC. Em acréscimo, essa exemplificacdo também mostra o uso dos filmes de
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PET-PC para a detec¢do de acidos nucleicos de outro agente patogé€nico. Para isso, os
filmes de bicamadas foram obtidos conforme a metodologia do exemplo 1.4. Ja os
experimentos de sensoriamento foram realizados de acordo com as metodologias de
imobilizac¢do [056], cinética [058], e sensibilidade (com uma faixa de concentragdo de 5
— 100 nM) [059] dos exemplos 3 ¢ 3.1, utilizando neste caso como sistema modelo um
conjunto de sonda compostas por sequéncias de oligonucleotideos (marcadas com FAM)

associadas ao virus Zika.

[064] Na Fig. 12 ¢ mostrado o espectro de fluorescéncia da sonda FAM-ssDNA,
antes (curva I), e depois da imobilizagdo utilizando os filmes de PET-PPi/PAni (curva II)
e PET-PAni/PPi (curva III). De modo similar ao ocorrido com os filmes monocamadas
[057], pode ser observado que a solucdo inicial de sonda tem uma forte fluorescéncia,
com sua intensidade diminuindo em 74% no filme de PET-PPi/PAni (contra 57% com
filme monocamada de PAni), € 91% no filme de PET-PAni/PPi (contra 84% com filme
monocamada de PPi), depois da imobilizagdo. Isso permite comprovar que ha uma maior
eficiéncia de imobilizacdo da sonda FAM-ssDNA nos filmes bicamadas PET-PAni/PPy
e PET-PPy/PAni, quando comparados aos filmes monocamadas correspondentes (PET-
PPy e PET-Pani). J& quando os filmes com as sondas imobilizadas sdo colocados em
contato com solucdes de DNA alvo e ndo complementar (ncDNA) e ¢ medida a
intensidade de fluorescéncia (detalhe da Fig. 12), como esperado a recuperacgdo para as
amostras de DNA alvo para os dois filmes se mostrou muito superior a do ncDNA. Esses
resultados mostram que, assim como no caso dos filmes monocamadas de PAni e PPi, os
filmes bicamadas também sdo eficazes para o monitoramento de interacdes
biomoleculares, tendo inclusive uma melhor capacidade de imobilizagdo de sonda de

ssDNA, neste caso especifico, referente ao virus Zika.

[065] Os resultados dos estudos das cinéticas de imobilizacdo da sonda FAM-
ssDNA e da recuperagdo da intensidade de fluorescéncia via a hibridizacdo da sonda com
seu DNA complementar para ambos os filmes bicamadas (PET-PPi/PAni e PET-
PAni/PPi) sdo mostrados na Fig. 13. Como ¢ possivel observar, para os dois filmes
bicamadas, nas presentes condigdes, os tempos de equilibrio para a imobilizacdo e
recuperagdo de fluorescéncia encontram-se proximos de 180 e 60 min, respectivamente.
Valores nessa faixa também foram observados para os filmes monocamadas (PET-PAni

e PET-PPi).
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[066] Finalmente, na avaliacdo da faixa de deteccdo efetiva para os filmes
bicamadas se observou que para os filmes PET-PPi/PAni (Fig. 14a) foi obtido um
coeficiente de determinagdo (R?) proximo a 0,976, através da relagdo linear F = 66457,7
+10780,0 ¢, para a intensidade de fluorescéncia (F) em 520 nm e a concentragao do DNA
complementar (c) na faixa entre 5 — 100 nM. J4 para os filmes de PET-PAni/PPi (Fig.
14b) foi encontrado um valor de R? em torno de 0,9968, ¢ a relagdo linear da forma F =
75642,09 +24683,89 c. A partir desses resultados, e utilizando a relagdo 36/S apresentada
em [059], estimamos os limites de deteccdo como sendo da ordem de 278 pM para o PET-
PPi/PAni e 345 pM para o PET-PAni/PPi. Esses valores de detec¢do se mostram
inferiores aos observados para os filmes monocamadas (PET-PAni e PET-PPi) — sendo,
portanto, melhores, o que vem evidenciar a versatilidade da presente inveng¢ao, que, como
mostrado através dos exemplos de uso dados, apresenta a perspectiva de ser otimizada
(no tocante a sensibilidade) de acordo com as diferentes metodologias de preparacdo dos

filmes adotadas, e a escolha dos PCs a serem utilizados.
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REIVINDICACOES

1. Filmes nanoestruturados de polimeros condutores caracterizados por serem obtidos
através do revestimento de substratos solidos com polimeros condutores, a partir de

uma rota de sintese quimica por polimerizagao in situ.

2. Filmes nanoestruturados de polimeros condutores, conforme reinvindicagdo 1,
caracterizados por serem compostos por uma ou mais camadas de um polimero

condutor, ou camadas alternadas de diferentes polimeros condutores.

3. Filmes nanoestruturados de polimeros condutores, conforme reinvindicagcdo 1,

caracterizados por apresentarem espessura entre 20 nm e 300 pum.

4. Filmes nanoestruturados de polimeros condutores, conforme reinvindicacdo 1,
caracterizados pelo fato de que o polimero condutor compreende qualquer uma
macromolécula que pertenga a classe de polimeros aromaticos ou ndo, que apresente
uma sequéncia de ligagdes simples e duplas alternadas capazes de permitir o
transporte de carga ao longo da cadeia polimérica via a deslocalizagdo de defeitos
(ions radicais, quase particulas) tipo pdlarons e/ou bipolarons formados durante a
sintese polimérica, ou através de dopagem oxido-redutiva ou de protonagdo, tais

como polianilina, polipirrol, politiofeno, poli (3,4-etilenodioxitiofeno), entre outros.

5. Filmes nanoestruturados de polimeros condutores, conforme reinvindicacdo 1,
caracterizados pelo fato de que o substrato pode ser flexivel e composto por

polimeros termoplasticos, ou rigido e constituido de silicatos ou materiais ceramicos.

6. Processo para obtencdo de filmes nanoestruturados de polimeros condutores,
definido nas reinvindicacdes de 1 a 3, e caracterizado por serem os filmes obtidos
através da sintese quimica de polimerizagdo in sifu do polimero condutor sobre a

superficie de substratos s6lidos para a obtencdo das propriedades desejadas.

7. Processo, de acordo com qualquer uma das reinvindicagdes 4 e 6, caracterizado pelo
fato de serem os referidos filmes nanoestruturados obtidos pela deposicdo via

polimerizacdo de um monomero da classe dos polimeros condutores, tal como
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anilina, pirrol, tiofeno, 3,4-etilenodioxitiofeno, 2-Acetiltiofeno e/ou a combinagdo

desses, que possa ser polimerizado através da agdo de agentes oxidantes.

8. Processo, de acordo com qualquer uma das reinvindicagdes 4 ¢ 6, caracterizado pelo
fato de serem os referidos filmes obtidos por polimerizacdo, em uma sintese que
emprega um agente oxidante que pode ser FeCls, Fe(ClOs)2, CuBr2, Cu(NO3)2,
CuSO04CuCly, ou CuSOs4, (NH4)2Cr207, (NH4)S20s, ou a combinagdo desses ou de
qualquer outra molécula ou composto com potencial de reducdo superior ao do

monomero.

9. Processo, de acordo com qualquer uma das reinvindicagdes 4 ¢ 6, caracterizado pelo
fato de serem os referidos filmes obtidos por polimerizagdo, com o dopante do
polimero condutor a ser adicionado ao meio reacional podendo ser um acido
inorgénico, tal como HCI, HNO3, H3POs, H2SO4, acido p-toluenossulfonico, e/ou

surfactante, mas, preferencialmente HCI, cujo dopante sdo os ions Cl".

10. Uso dos filmes nanoestruturados de polimeros condutores, definido em qualquer
uma das reivindicagdes de 1 a 5, caracterizado por serem usados como plataforma de
imobilizacdo e supressdo de fluorescéncia para a deteccdo de cadeias de acidos
nucleicos de agentes patog€nicos a partir do bioreconhecimento por interagdes
moleculares especificas, em um processo que seja de preferéncia, mas ndo apenas,

por hibridizagao.

11. Uso dos filmes nanoestruturados de polimeros condutores, definido em qualquer
uma das reivindicagdes de 1 a 5, caracterizado por serem utilizados como plataforma
de imobilizacdo e supressdo de fluorescéncia para a deteccdo de cadeias de acidos
nucleicos de agentes patogénicos a partir do bioreconhecimento de interacoes
moleculares especificas, com a sonda a ser usada para o bioreconhecimento sendo
uma cadeia de fita simples de &cidos nucleicos com sequéncia especifica

correspondente ao patogenos de interesse.

12. Uso dos filmes nanoestruturados de polimeros condutores, definido em qualquer
uma das reivindica¢des de 1 a 5, caracterizados por serem usados como plataforma
de imobilizacdo e supressdo de fluorescéncia para a deteccdo de cadeias de acidos
nucleicos de agentes patogénicos a partir do bioreconhecimento de interacoes

moleculares especificas, sendo que devido a composi¢do polimérica os filmes sdo
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capazes de interagir com fitas simples de acidos nucleicos, mas ndo somente, através

de interagdes hidrofobicas, de carater nao especifico.

13. Uso dos filmes nanoestruturados de polimeros condutores, definidos em qualquer
uma das reivindica¢des de 1 a 5, caracterizados por serem usados como plataforma
de imobilizacdo e supressdo de fluorescéncia para a deteccdo de cadeias de acidos
nucleicos de agentes patogénicos a partir do bioreconhecimento de interagdes
moleculares especificas, sendo a sonda usada para o bioreconhecimento marcada
preferencialmente, mas ndo somente, com uma molécula ou qualquer outro reporter

fluorescente.

14. Uso dos filmes nanoestruturados de polimeros condutores, definidos em qualquer
uma das reivindicacdes de 1 a 5, caracterizados por serem usados como plataforma
de imobilizacdo e supressdo de fluorescéncia para a deteccdo de cadeias de acidos
nucleicos de agentes patogénicos a partir do bioreconhecimento de interacoes
moleculares especificas, podendo o reporter fluorescente ser uma molécula
marcadora de acidos nucleicos obtida comercialmente, ou um nanocomposito hibrido

de polimero condutor e nanoparticulas metalicas.

15. Uso dos filmes nanoestruturados de polimeros condutores, definidos em qualquer
uma das reivindicacdes de 1 a 5, caracterizados por serem utilizados como plataforma
de imobilizacdo e supressdo de fluorescéncia para a deteccdo de cadeias de acidos
nucleicos de agentes patogénicos a partir do bioreconhecimento de interacdes
moleculares especificas, sendo a identificagdo do acido nucleico do patégeno alvo,
feita preferencialmente, mas ndo apenas, pela recuperacdo da intensidade de
fluorescéncia das sondas dessorvidas da plataforma via sua mudanca conformacional

ocasionada pelo processo de hibridizacao.

16. Uso dos filmes nanoestruturados de polimeros condutores, definidos em qualquer
uma das reivindicacdes de 1 a 5, caracterizados por serem usados como plataforma
de imobilizacdo e supressdo de fluorescéncia para a deteccdo de cadeias de acidos
nucleicos de agentes patogénicos a partir do bioreconhecimento de interacdes
moleculares especificas, podendo os patogenos de interesse serem virus, bactérias,

protozodrios, ou qualquer outro organismo constituido por acidos nucleicos.
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17. Uso dos filmes nanoestruturados de polimeros condutores, definidos em qualquer
uma das reivindicagdes de 1 a 5, caracterizados por serem usados como plataforma
de imobilizacdo e supressdo de fluorescéncia para a deteccdo de cadeias de acidos
nucleicos de agentes patogénicos a partir do bioreconhecimento de interacdes
moleculares especificas, podendo os acidos nucleicos do patdégenos de interesse
serem provenientes de amostras bioldgicas complexas, tais como sangue, plasma,

urina, saliva, ou outros diferentes tipos de tecidos animal.

18. Uso dos filmes nanoestruturados de polimeros condutores, definidos em qualquer
uma das reivindicagdes de 1 a 5, caracterizados por serem utilizados como plataforma
de imobilizacdo e supressdo de fluorescéncia para a deteccdo de cadeias de acidos
nucleicos de agentes patogénicos a partir do bioreconhecimento de interacdes
moleculares especificas, podendo o acido nucleico alvo de deteccdo ser o acido

desoxirribonucleico (DNA).

19. Uso dos filmes nanoestruturados de polimeros condutores, definidos em qualquer
uma das reivindicagdes de 1 a 5, caracterizados por serem utilizados como plataforma
de imobilizacdo e supressdo de fluorescéncia para a deteccdo de cadeias de acidos
nucleicos de agentes patogénicos a partir do bioreconhecimento de interacdes
moleculares especificas, podendo o acido nucleico alvo de detec¢do ser o acido

ribonucleico (RNA).
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RESUMO

FILMES NANOESTRUTURADOS DE POLIMEROS CONDUTORES,
PROCESSO DE OBTENCAO E SEU USO COMO PLATAFORMAS PARA O
SENSORIAMENTO DE ACIDOS NUCLEICOS

A presente invengao estende-se a sintese de filmes finos de polimeros condutores
(PC) sobre substratos flexiveis de polietileno tereftalato (PET) e a seu uso como uma
plataforma para a deteccdo de sequéncias especificas de acidos nucleicos (isto ¢, o
sensoriamento molecular) de agentes infecciosos, como Leishmania infantum, o virus da
Zika, o virus do Papiloma Humano tipo 18 (HPV-18), dentre outras doencas de
importancia para a saide publica. A presente metodologia ¢ baseada na detec¢do de
acidos nucleicos (por meio de sua hibridizagdo com sondas de carater especifico) e tem
como objetivo permitir a incorporacdo do substrato polimérico assim preparado em
protocolos simples, rapidos, e de baixo custo para o diagnostico simplificado de doengas
infecciosas ou genéticas em pontos primarios de atendimento (possibilitando, em
especial, maneiras de prevencdo ou tratamento dessas doencas ainda em um estagio
inicial), para o monitoramento ambiental e para uma rapida identificagdo de patégenos

pela industria alimentar.
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