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(57) Resumo: MARCADORES LUMINESCENTES, PROCESSO
PARA SUA OBTENGAO, METODO E KIT DE DETECCAO DE
BIOMOLECULAS. A presente invengdo pertence ao campo dos
marcadores com propriedades luminescentes. Especificamente, o
marcador da presente invengio é uma nanoparticula que compreende
Oxidos de terras raras ou particula que compreende complexos de
terra raras recobertos por um material de cobertura como por exemplo
um organosilano. As nanoparticulas recobertas possuem um grupo
funcional que possibilita sua ligagdo com uma biomolégula. A presente
invengdo compreende ainda processos para preparagdo dos
marcadores, bem como um método para detecgdo de biomoléculas e
um kit compreendendo os marcadores luminescentes.
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Relatério Descritivo de Patente de Invencao

MARCADORES LUMINESCENTES, PROCESSO PARA SUA OBTENCAO, METODO
E KiT bE DETECCAO DE BIOMOLECULAS

Campo da Invencao

A presente invengdao pertence ao campo dos marcadores com
propriedades luminescentes. Especificamente, o marcador da presente invengéo
€& uma nanoparticula que compreende o6xidos de terras raras ou particula que
compreende complexos de terra raras recobertos por um material de cobertura
como por exemplo um organosilano. As nanoparticulas recobertas possuem um
grupo funcional que possibilita a sua ligagao com uma biomolécula.

A presente invengao compreende ainda processos para preparagdo dos
marcadores, bem como um método para detec¢do de biomoléculas e um kit

compreendendo os marcadores luminescentes.

Antecedentes da Invencao

O uso de materiais inorganicos vem se destacando desde a década de 90
como sondas luminescentes para fins de diagnostico. Podemos destacar sua
aplicacdo em laboratorios de analises clinicas, os quais utilizam marcadores
luminescentes para quantificar ou divaghost-icar determinadas patologias que
utilizam reacédo antigeno-anticorpo. Contudo, os compostos frequentemente
utilizados em diagnosticos clinicos geralmente contém os ions eurdpio (Eu®) e
térbio (Tb>"), que emitem na regiéo do ultravioleta (UV).

Os compostos com ions Eu®* e Tb** sao muito utilizados como sondas
luminescentes devido ao seu longo tempo de vida e grande deslocamento de
Stokes. Os longos tempos de vida permitem o uso de espectroscopia resolvida no
tempo para separar temporalmente a luminescéncia do marcador em.questao da
luminescéncia do sistema biologico.

O desenvolvimento de metodologias de interesse biotecnolégico esta
fundamentado na interagdao seletiva e/ou especifica do conjugado “espécie
biologica-composto de terra rara” com um componente do sistema biolégico que
se pretende analisar. O conjugado deve emitir luz quando exposto a radiagao

eletromagnética ou outro mecanismo de ativagédo. Estas metodologias analiticas
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baseiam-se na medida/detec¢do da luminescéncia do composto de terra rara
usado como marcador luminescente. Portanto, o diagndstico € obtido pela medida
da intensidade de luz emitida, que é proporcional a quantidade do conjugado
“espécie biolégica-composto de terra rara”.

Tais materiais inorganicos podem ser divididos inicialmente em duas
categorias:

i) sistemas nanoestruturados formados por matrizes de Oxidos
contendo ions terras raras (TR*");

ii) compostos que apresentam ions TR, ligados a espécies organicas
sintéticas (ligantes).

Ambas as categorias, quando funcionalizadas, apresentam grupos de
conjugacdo especificos para permitir a interagdo do composto de terra rara a
espécie Dbiolégica. Estes materiais sdo candidatos promissores ao
desenvolvimento de técnicas biotecnologicas. Nd>*, Yb** e Er®* sao ions TR*" que
apresentam luminescéncia no infravermelho proximo, e Sm**, Eu®, Tb*, Dy*" e
Tm>" no ultravioleta visivel.

A busca na literatura patentaria apontou os documentos relevantes descritos
a seguir.

O documento WO 07/110804 descreve métodos de diagnostico que utiliza
sondas que exibem o chamado efeito avalanche de féton, de multiplicagao da
intensidade de sinal, na formagéo de imagens de tecido.

A presente invencdo difere deste documento por utilizar metais de terras
raras capazes de emitir na regiéo do infravermelho préximo ou do ultravioleta
visivel, conjugados a biomoléculas, e nao a sondas possuindo efeito avalanche.

O documento WO 07/149951 descrevem compostos luminescentes
responsivos a luz infravermelha, capazes de gerarem espécies celulares e
tissulares toxicas se irradiados com determinado comprimento de luz.

A presente invengao difere deste documento por apresentar compostos
luminescentes que nao se degradam nem geram espécies téxicas, mas sim
compostos funcionalizados capazes de se ligar a biomoléculas, funcionando como

marcadores luminescentes.
O documento US 5,891,656 descreve sondas capazes de detectar diversos
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analitos bioloégicos, como por exemplo células e proteinas, ondé as sondas sao
capazes de emitir radiagdo em um comprimento de onda menor que o
comprimento de onda da radiagao absorvida.

A presente invengao difere deste documento por apresentar sondas capazes
de emitir radiagdo em um comprimento de onda maior que o comprimento de
onda da radiagao absorvida, que compreendem adicionalmente um revestimento
capaz de promover a interagdo com biomoléculas.

Uma das grandes inovagbes que a presente invengado possibilita é a
utilizacdo de compostos que emitem na regidao do infravermelho e também na
utilizacao de marcadores de terras raras que emitem no ultravioleta visivel para
identificagao e/ou quantificacao de patologias clinicas.

A técnica desenvolvida utilizando a regido do infravermelho préximo para a
realizacdo dos ensaios biolégicos apresenta um grande diferencial da técnica
convencional, que utiliza a regido do ultravioleta visivel. Isso é explicado pelo fato
da técnica desenvolvida nao necessitar de espectroscopia resolvida no tempo
para remogao da luminescéncia do sistema bioldégico, como nas técnicas mais
empregadas nas analises por fluorescéncia. Além disso, em comparagao com os
marcadores organicos que emitem no ultravioleta visivel os compostos de terras
raras que emitem no ultravioleta visivel apresentam tempo de vida mais longo que
permite a leitura da luminescéncia ap6s a fluorescéncia da parte biologica.

Devido a estas caracteristicas inovadoras, torna-se viavel a construgao de
equipamentos portateis de analise clinica, com baixo consumo e que nao utilizam
radiacao ultravioleta. ) '

Do que se depreende da literatura pesquisada, ndo foram encontrados
documentos antecipando ou sugerindo os ensinamentos da presente invencéo, de
forma que a solugido aqui proposta possui novidade e atividade inventiva frente ao

estado da técnica.

Sumario da Invencgao

Em um primeiro aspecto a presente invengdo prové marcadores
luminescentes compreendendo ions de terras raras capazes de se ligar a
biomoléculas e que emitem radiagédo na regido do infravermelho proximo ou

ultravioleta visivel.
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E um objeto da presente invengdo marcadores luminescentes
compreendendo:

a) um composto compreendendo pelo menos um metal de terras
raras;

b) um material de funcionalizac&o

¢c) um espacador.

Em uma realizagéo preferencial, o marcador luminescente esta ligado a
uma biomolécula.

E um adicional objeto da presente invengdo um processo de produgao de
marcadores luminescentes compreendendo a etapa de funcionalizar o-composto
compreendendo um metal de terras raras com um material de revestimento.

Em um segundo aspecto, a presente invengédo prové um metodo de
deteccao por infravermelho que nao necessita de espectroscopia resolvida no
tempo para remocdo da luminescéncia do sistema biologico € um método de
deteccgao por ultravioleta-visivel.

E também um objeto da presente invengdo, um método de preparo de
marcadores luminescentes que compreende as etapas de:

a) preparacao da nanoparticula contendo o 6xido de TR3+, a partir da
reacao da solugao de nitrato de TR3* e glicina sob aquecimento;

b) funcionalizagdo do material formado em a) ou do complexo de
TR,

O processo de produgao ppde compreender o uso de um agente
espacgador. | _-

E ainda um objeto da presente invengdo, um método de detecgao de
biomoléculas que compreende as etapas de:

a) contatar um material biolégico com pelo menos um marcador
luminescente;
b) detectar e/ou quantificar a luminosidade gerada;

Especificamente, a biomolécula identificada pode ser de origem humana,
vegetal, animal, dentre outros tipos de biomoléculas possiveis bem como a
combinagao das mesmas.

E ainda um adicional objeto da presente invengado, um kit de identificacao
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de biomoléculas que compreende:
a) meios para contatar um material bioldgico com um marcador
luminescente ; e
b) meios para detectar e/ou quantificar a luminosidade gerada.
Estes e outros objetos da invengao serao imediatamente valorizados pelos
versados na arte e pelas empresas com interesses no segmento, e serao

descritos em detalhes suficientes para sua reprodug¢ao na descricao a seguir.

Breve Descricao das Figuras

A Figura 1 mostra o espectro de luminescéncia na regiao do infravermelho
proximo do material usado como marcador contendo Nd**. A figura inserida
refere-se a curva de calibracdo do anticorpo anti-oxLDL. (A) e (a) sdo a
intensidade (u.a.), (B) € o comprimento de onda (nm), (b) € a concentragao

(mg/mL x 10 ), (c) é a medida da contagem dos pogos e (d) & o ajuste linear.

Descriciao Detalhada da Invenciao

Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar uma
das inumeras maneiras de se realizar a invengao, contudo sem limitar, o escopo
da mesma.

A presente inven¢do descreve a utilizagdo de materiais inorganicos, que
a partir da absorcao de energia com adequado comprimento de onda emite

luminescéncia na regido do infravermelho préximo ou ultravioleta visivel, em

‘métodos analiticos. Tais métodos tém como base a reagao antigeno-anticorpo.

A presente invengao foi desenvolvida com o objetivo de estabelecer uma
técnica inovadora de detecg¢ao de biocompostos no diagnostico qualitativo e
quantitativo de patologias humanas e animais,a partir de soro.

A técnica quando fundamentada no uso de marcadores luminescentes
que emitem na regidao do infravermelho proximo apresenta as seguintes
vantagens:

i) nao necessita de espectroscopia resolvida no tempo para remogao
da luminescéncia do sistema biolégico, como nas técnicas mais empregadas nas
analises por fluorescéncia,

i) utiliza fontes de excitagcdo compactas (laser de diodos, LEDs e



10

15

20

25

30

6711

etc.), que apresentam melhor rendimento além de serem duradouras e apresentar
baixo custo,
iii) ndo utilizam alta-tensdo como as lampadas de xendnio, utilizadas
convencionalmente.
Devido a estas caracteristicas inovadoras, torna-se viavel a construgao
de equipamentos portateis de an'élise clinica, com baixo consumo.

Marcadores Luminescentes

Os marcadores luminescentes da presente invengao compreendem:

a) um composto compreendendo pelo menos um metal de terras
raras;

b) um material de funcionalizagao; e

c) um espacgador

O metal de terra rara adequado € escolhido do grupo que compreende
escandio, itrio, e os lantanideos. Preferencialmente os metais de terras raras uteis
na presente invengao sao capazes de absorver energila com adequado
comprimento de onda e emitir luminescéncia na regiao do infravermelho préximo
ou ultravioleta visivel, facilitando seu uso em métodos analiticos.

O composto é preferencialmente Nd**, Yb* e Er** os quais sdo ions TR*
que apresentam luminescéncia no infravermelho proximo e Sm®*, Eu®*, Tb®*, Dy**
e Tm>* no ultravioleta visivel.

O material de funcionalizagdo adequado para uso na presente invengao
tem a funcao de revestir as particulas, preservando as propriedades Opticas das
nanoparticulas e fornecendo grupos biologicamente funcionais para sua
conjugacdo. Exemplos de materiais adequados incluem, sem limitagGes,
organosilanos como APTMS (aminopropiltrimétoxisilano) e APTES
(aminopropiltrietoxisilano).

Os espacadores sao compostos que tem a fungdo de aumentar a eficiéncia
de ligagao do marcador luminescente com a biomolécula. Como exemplos de
espagadores podem ser utilizados compostos como glutaraldeido.

Os marcadores luminescentes funcionalizados da presente invencao
podem conjugar com biomoléculas. Exemplos de biomoléculas adequadas

incluem, sem limitagdes, imunoglobulinas (incluindo os genes constantes das
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imunoglobulinas kapa, lambda, alfa, gama (IgG1, IgG2, 1gG3, IgG4), delta épsilon
e mu assim como os genes das regides variaveis), polinucleotideos sintéticos e/ou
naturais, incluindo sequéncias de DNA e/ou RNA capazes de se hibridizarem com
outras sequéncias polinucleotidicas, streptavidinas, proteina A, horménios
polipeptideos, ligantes de receptores (ex. esteroides ou horménios polipetideos),
antigenos selecionados dentre polipeptidicos, carboidratos, acidos nucléicos,
haptenos, epitopos, dentre outros. Estas biomoléculas podem tanto atuar como
elementos identificadores da biomolécula-alvo como serem as préprias
biomoléculas-alvo.

A relacao entre os conjugados e os marcadores luminescentes € variada. E
prevista a possibilidade de um conjugado possuir um ou mais marcadores
luminescentes ligados bem como um marcador luminescente possuir um ou mais
conjugados ligados.

A ligacao entre os marcadores e os conjugados pode ser feita através de
ligacbes covalentes, ligacbes de hidrogénio, ligagbes i6nicas, interagdes
eletrostaticas.

Processo de Preparo

O processo de preparo do marcador luminescente compreende as etapas
de:

a) preparacgado do oxido contendo a terra rara, a partir da reacao da
solugao de nitrato de TR®* e glicina, sob aquecimento. Posteriormente, o material
obtido é calcinado para eliminar residuos de material organico ;

b) funcionalizagdo do material obtido em a) ou do complexo de terra
rara.

Opcionalmente, a solugdo aquosa do nitrato de terra rara pode
compreender 2 elementos terras raras. Na presente invengao, a referida solugéo
aquosa compreende Y** e Nd** .

A calcinagio é realizada a temperaturas entre 100 e 1000 °C durante um
periodo de tempo que varia de 1 a 20 h. Especificamente, na presente invengao,
a calcinacgao é realizada a 600 °C por 10 h.

A funcionalizagao do marcador consiste no revestimento da mesma com

moléculas do grupo dos organosilanos tais como APTMS
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(aminopropiltrimetoxisilano) e APTES (aminopropiltrietoxisilano) e pode ser
realizado através de métodos convencionais descritos no estado da técnica como
o método das microondas ou o método Stéber. Especificamente, o organosilano
utilizado na presente invengcao € o APTMS e o método utilizado € o método das
microondas.

O processo de revestimento do marcador com o organosilano
compreende a etapa de imergir a particula do marcador em uma solugao aquosa
do organosilano por tempo adequado. Especificamente, na presente inveng¢ao a
concentracado do organosilano utilizado € 0,1 mL de organosilano/mg de material
a ser funcionalizado.

Além disso, a etapa de funcionalizagcao do composto de terras raras com
o material de revestimento pode ser realizada através de quaisquer outros

métodos conhecidos do estado da técnica, como sintese quimica,derivatizagao

etc.
Método e Kit de deteccéo de biomoléculas
O método para deteccdo de biomoléculas da presente invencao
compreende:

a) contatar um material biolégico com um marcador luminescente;
b) detectar e/ou quantificar a luminosidade gerada;

Para efeitos dessa invencao, a expressao “material bioldégico” deve ser
entendida como englobando qualquer material oriundo de um ser vivo que possa
ser |dent|f|cado pelo marcador da presente invencao.

Exemplos de material biol6gico para uso na presente mveng:ao inclui, sem
limitacbes, células, tecidos, proteinas, polinucleotideos, os quais podem estar
presentes em fluidos corporais como sangue, plasma, soro, urina, suor, saliva,
etc.

O kit de identificagdo de biomoléculas da presente invencao que
compreende:

a) meios para contatar um material bioldgico com um marcador
“luminescente ; e
b) meios para detectar e/ou quantificar a luminosidade gerada.

Em uma realizagao preferencial, os meios para contactar incluem placas
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contendo pogos, como as placas conhecidamente para os ensaios de ELISA, e os
meios para detectar compreendem fontes de excitagdo compactas (laser de

diodos, LEDs e etc.), que apresentam melhor rendimento.

Exemplo 1. Método de preparo da nanoparticula luminescente

O processo de obtengdo dos marcadores luminescentes consiste
primeiramente na funcionalizagao dos compostos contendo os ions terras raras,
utilizando as microondas e o método Stéber, dependendo do composto a ser
preparado. Para a preparag¢ao utilizando as microondas, o material inorganico
deve ser insolivel no organosilano, apresentar uma alta estabilidade térmica e
nao degradar com a radiagdo microondas.

Exemplo 1.1. Processo de preparo das nanoparticulas luminescentes -

Para o preparo destas nanoparticulas, misturou-se em uma capsula de
porcelana a solugcdo aquosa de nitrato de itrio dopado com a terra rara (Y3*:Nd*")
e glicina na relacao estequiométrica (1:1,7). A capsula foi aquecida em placa de
aquecimento em temperatura de ~300 °C. Quando todo o solvente foi eliminado, a
ignicao ocorreu. A reagao foi rapida, gerando o produto final, que foi calcinado em
mufla a 600 °C durante 10 h para decomposicao de todo material organico e de
nitrato que ainda pudessem estar presentes no composto sélido.

Exemplo 1.2. Processo de funcionalizagdo compreendendo o uso de microondas

Para ambas as preparagdes, o reagente da familia dos organosilanos é
utilizado para promover a funcionalizagao dos compostos. Para a reacao
utilizando-se as microondas, mistura-se o composto com o organosilano. A
mistura torna-se uma dispersdo com a combinagcdo de banho de ultrassom e
aquecimento em microondas até que forme uma pasta sdlida. Apos a reagéo, as
particulas resultantes sao lavadas com agua destilada e secas.

Exemplo 1.3. Processo de funcionalizagdao compreendendo o método de Stéber

O método Stober consistiu na co-dissolugado do composto contendo o ion
terra rara e TEOS em etanol. Solugdo de amoébnia foi adicionada e deixada sob
agitacéo durante uma noite. O residuo foi lavado com etanol e re-disperso em
etanol. Adicionou-se organosilano e agitou-se a solugéo. As particulas foram

lavadas com etanol e agua e posteriormente, secas.
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Exemplo 2. Determinagio da lipoproteina de baixa densidade (LDL) em soro

humano

Para fins exclusivos de ilustracdo do funcionamento da invencao,
apresenta-se a seguir um caso particular onde € a validada de forma quantitativa
a determinagcdo do LDL (low density lipoprotein — lipoproteina de baixa
densidade), através do espectro de emissdo no infravermelho préximo das
nanoparticulas de Y.03:Nd>* (Figura 1).

Vale salientar que estas nanoparticulas foram protegidas com um
organosilano, que tem a funcdo de revestir as particulas, preservando as
propriedades opticas das nanoparticulas e fornecendo grupos biologicamente
funcionais para sua conjugacao.

A LDL (low density lipoprotein — lipoproteina de baixa densidade) é
constituida principalmente por lipidios, vitaminas lipossoliuveis e uma parte
protéica, -a apolipoproteina B-100 (apoB-100). Trata-se de uma particula esférica
com um didmetro entre 180 a 280 A e densidade entre 1,019 a 1,063 g.mL™". A
particula de LDL contém cerca de 2700 moléculas de acidos graxos, onde a maior
parte poliinsaturéda com predominancia de acido linoléico e acido araquiddnico.
A LDL é a lipoproteina mais abundante no plasma, sendo responsavel peld
transporte de colesterol para células em processo ativo de divisdo, na sintese de
membrana ou po-r tecidos que utilizam colesterol na sintese de horménios
esterdides ou sais biliares.

' Nos ultimos anos, surgiram evidéncias sugerindo que a modificacdo
oxidativa dos componentes lipidicos e apoB-100 da LDL poderiam ser as causas
iniciais das estrias gordurosas. Consequentemente, estas modificagcbes véao
alterar as funcodes fisiologicas desta lipoproteina, além de contribuir para a
instalacido do processo inflamatério e formacao de células espumosas. Portanto, a
oxidagao da LDL pode ser um dos eventos essenciais para o desenvolvimento da
aterosclerose. O processo oxidativo tem-se mostrado presente em doengas
inflamatérias tanto agudas quanto cronicas.

Exemplo 2.1. Detecgdo da luminescéncia gerada na faixa do infravermelho
proximo.

Para a deteccdo da luminescéncia dos anticorpos marcados, uma
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suspensao da particula contendo a TR funcionalizada com o espacador
glutaraldeido (que tem a fungao de tornar mais eficiente a ligacao do marcador
com a biomolécula) foi incubada com o anticorpo anti-oxLDL em diferentes
concentragbdes (variando de 2,5 . 10* a 2,5 . 103 pg/mL) por uma nqite. As
particulas contendo o anticorpo foram lavadas 4 vezes com PBS (Phosphate
Buffered Saline) para remover o anticorpo em excesso.

Para a realizagdo do ensaio bioanalitico, a placa de 96 pocgos foi
sensibilizada com antigeno oxLDL (concentragao 7,5 pyg/mL) e incubada por uma
noite. Lavou-se a placa 4 vezes com solugdo tampao PBS. Os sitios de ligagao
remanescentes foram bloqueados com a adigao de proteina lactea ou gelatina por
2 horas a temperatura ambiente. Lavou-se a placa 4 vezes com tampao PBS.

A proxima etapa consistiu na adi¢ado do anticorpo marcado com a terra
rara: as particulas incubadas com o anticorpo foram transferidas para a placa de
imunoensaio sensibilizada anteriormente. A placa permaneceu em repouso por 2
horas a temperatura ambiente e posteriormente foi lavada 4 vezes com solucao-
tampao de PBS. A leitura foi realizada no contador Victor. Os resultados foram
expressos como valores médios obtidos de dosagens realizadas. Pogos controles
foram incluidos.

Neste caso, ha varias possibilidades de detecgao e processamento da
luminescéncia, como aquisicdo do espectro de emissao na regido de interesse,
medida da intensidade da luz emitida em comprimento de onda adequado,
obtencao da luminescéncia correspondente a area da banda ou pico de emissao,
tratamento estatisticb dos dados }:oletados, geraééo de imagens histoquimicas
luminescentes, entre outras.

Os versados na arte valorizarao os conhecimentos aqui apresentados e
poderao reproduzir a invengdo nas modalidades apresentadas e em outras

variantes, abrangidas no escopo das reivindicagbes anexas.
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Reivindicacoes

MARCADORES LUMINESCENTES, PROCESSO PARA SUA OBTENCAO, METODO
E KIT bDE DETECCAO DE BIOMOLECULAS

1. Marcadores luminescentes caracterizados por compreenderem ions
terras raras apresentando a propriedade de se ligarem a biomoléculas e emitirem
radiacao na regiao do infravermelho préximo ou do ultravioleta visivel.

2. Marcadores, de acordo com a reivindicagao 1, caracterizados por
compreenderem:

a) um composto compreendendo pelo menos um metal de terras
raras;

b) pelo menos um material de funcionalizagéo; e

C) um espacador.

3. Marcadores, de acordo com a reivindicagao 2, caracterizados pelo metal
de terras raras ser escolhido do grupo que compreende Y**, Nd**, Yb*", Er*,
Sm**, Eu®*, Tb>*, Dy** e Tm**.

4. Marcadores, de acordo com a reivindicagao 3, caracterizados por
compreender dois metais de terras raras, o Nd*>*'e o Y**.

5. Marcadores, de acordo com a reivindicagao 2, caracterizados pelo
material de funcionalizacdo ser escolhido do grupo que compreende
organosilanos como O APTMS (aminopropiltrimetoxisilano) ou APTES
(aminopropiltrietoxisilano..

6. Marcadores, de acordo com a reivindicagao 5 caracterizado pelo material
de funcionalizagao ser o APTMS.

7. Marcadores, de acordo com a reivindicacao 2 caracterizado pelo
espacgador ser o glutaraldeido.

8. Marcadores, de acordo com a reivindicagao 2, caracterizado por
opcionalmente estar conjugado com uma biomolécula escolhida do grupo que
compreende, imunoglobulinas polinucleotideos sintéticos e/ou naturais,
streptavidinas, proteina A, hormdnios polipeptideos, ligantes de receptores
carboidratbs, a’;ci'dos nucléicos, haptenos, epitopos, e combinagao dos mesmos.

9. Marcadores, de acordo com a reivindicacdo 8, caracterizado pelas

imonuglobulinas serem selecionadas do grupo que compreende oOs genes
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constantes das imunoglobulinas kapa, lambda, alfa, gama (IgG1, 1gG2, IgG3,
IgG4), delta, épsilon, mu e os genes das regides variaveis.
10. Marcadores, de acordo com a reivindicagcdo 8, caracterizado pela
biomolécula ser um anticorpo que reconhece a LDL humana.
11. Marcadores, de acordo com a reivindicagao 2 caracterizado por se ligar
diretamente a biomolécula-alvo.
12. Processo de preparo de marcadores luminescentes caracterizado por
compreender as etapas de:
a) preparacgao do 6xido contendo a terra rara, a partir da reag¢ao da
solucao de nitrato de TR*" e glicina, sob aquecimento.;
b) calcinagao do material obtido em a); e;
c) funcionalizagao do material obtido em b) ou do complexo de terra
rara.
13. Processo, de acordo com a reivindicagao 12, caracterizado pela solugao
do nitrato de terra rara compreender pelo menos um elemento terras raras

escolhido do grupo que compreende Nd**, Yb*" Er** Sm**, Eu®*, Tb*", Dy** e Tm**

14. Processo, de acordo com a reivindicagao 12, caracterizado pela
temperatura de aquecimento ser 300 °C.

15. Processo, de acordo com a reivindicagao 12, caracterizado pela
calcinacgao ser realizada a temperaturas entre 100 e 1000 °C e por um periodo de
tempo entre 1 e 20h.

16. Processo, de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado pela
temperatura ser 600 °C e o tempo ser 10 h.

17. Processo, de acordo com a reivindicagado 12, caracterizado pela etapa
de funcionalizagéao ser realizada através dos métodos das microondas ou pelo
método de Stober.

18. Processo, de acordo com a reivindicagao 12 caracterizado pela etapa
de funcionalizagao compreender o uso de uma solugao que compreende APTMS
(aminopropiltrimetoxisilanuo) ou APTES (aminopropiltriétoxisilano).

19. Processo, de acordo com a reivindicagao 11, caracterizado pela etapa

de funcionalizagdo opcionalmente ocorrer por métodos conhecidos do estado da
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técnica tais como sintese quimica, derivatizagdo quimica bem como a
combinagao dos mesmos.

20. Método de identificacdo de biomoléculas caracterizado por
compreender as etapas de:

a) contatar um material biolégico com pelo menos um marcador
luminescente;
b) detectar e/ou quantificar a luminosidade gerada;

21. Método, de acordo com a reivindicagao 19, caracterizado pelo material
bioldgico ser um material oriundo de um ser vivo.

22. Método, de acordo com a reivindicagao 20, caracterizado pelo
marcador luminescente compreender pelo menos um elemento terra rara
escolhido do grupo que compreende Y3* Nd**, Yb**, Er**, Sm*", Eu®*, T, Dy** e
m*

23. Método, de acordo com a reivindicagao 21, caracterizado pelo
marcador luminescente compreender Nd*'e Y**.

24. Método, de acordo com a reivindicagao 20, caracterizado pela detecgao
e/ou quantificagdo da luminosidade gerada ocorrer na faixa do infravermelho
proximo ou do ultravioleta visivel.

25. Kit de detecgao de biomoléculas caracterizado por compreender:

a) meios para contatar um material bioldégico com um marcador
luminescente ; e
b) meios para detectar e/ou quantificar a luminosidade gerada.

26. Kit, de acordo com a reivindicagao 25, caracterizado pelo marcador
luminescente ser um marcador funcionalizado compreendendo pelo menos um
elemento terra rara.

27. Kit, de acordo com a reivindicagao 25, caracterizado pelo marcador
luminescente compreender Nd** e Yb>* .

28. Kit, de acordo com a reivindicagao 25, caracterizado pelo meio para
contactar o material biolégico incluir placas contendo uma pluralidade de pogos.

29. Kit, de acordo com a reivindicagao 25, caracterizado pelos meios para
detectar a luminosidade gerada serem selecionados dentre laser de diodos, LEDs

e combinagao dos mesmos.
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30. Kit, de acordo com a reivindicagao 25, caracterizado pelos meios para
detectar a luminescéncia gerada compreenderem meios para detectar a

luminosidade na regido do infravermelho proximo ou do ultravioleta visivel.
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Resumo

MARCADORES LUMINESCENTES, PROCESSO PARA SUA OBTENCAO, METODO
E KIT DE DETECCAO DE BIOMOLECULAS

A presente invengdo pertence ao campo dos marcadores com
propriedades luminescentes. Especificamente, o marcador da presente invengao
€ uma nanoparticula que compreende o6xidos de terras raras ou particula que
compreende complexos de terra raras recobertos por um material de cobertura
como por exemplo um organosilano. As nanoparticulas recobertas possuem um
grupo funcional que possibilita sua ligagdo com uma biomolécula.

A presente invengdo compreende ainda processos para preparagdao dos
marcadores, bem como um método para deteccao de biomoléculas e um Kkit

compreendendo os marcadores luminescentes.
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