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RESUMO

Nas ultimas décadas, as nanoparticulas de ouro tém demonstrado uma eficiéncia
notavel em diversas aplicacBes biologicas, tais como em sistemas de administracdo de
medicamentos, deteccdo de analitos, abordagens de diagndstico e terapias fototérmicas. Entre
suas caracteristicas fisico-quimicas peculiares, a ressonancia plasmonica de superficie
localizada (LSPR) é a uma caracteristica importante, porque fornece um espectro de absor¢édo
que permite a avaliacdo de eventos de ligacdo a moléculas. O efeito de LSPR ocorre quando
uma frequéncia de fétons incidente se encontra em ressonancia com a oscilacéo coletiva dos
elétrons condutores da superficie do metal, levando a uma forte banda de absor¢do no
espectro UV/visivel. Portanto, as nanoparticulas de ouro fornecem dois tipos de ensaios
classicos: avaliacdo espectroscopica da mudanca do pico longitudinal de LSPR e visualizacado
a olho nu dos fendmenos de agregacdo, que alteram a cor da solucdo (ambos indicam a
deteccdo de biomoléculas). Atualmente, o sensor colorimétrico tem atraido muita atengéo por
seu baixo custo, simplicidade, praticidade, além de ndo demandar instrumentacgdo sofisticada.
Nesse sentido, foi desenvolvido um biossensor colorimétrico de nanobastGes de ouro
(AuNBs) funcionalizados com anticorpos anti-gp43 para atender as demandas do diagndstico
de Paracoccidioidomicose (PCM). Pois o diagndstico dessa doenca, ainda ndo existe um que
seja rapido e preciso. No entanto, sdo utilizados como diagndstico o isolamento e crescimento
do patégeno, ELISA, Imunodifusdo dupla (DID), aglutinacdo de particulas de latex, entre
outros. Entretanto, considerando a situacdo econémica das areas endémicas, esses ensaios
demandam capacitacdo técnica e alto custo de execucdo. A PCM é uma micose
granulomatosa sistémica endémica na América Latina, cujo diagndéstico ainda é muitas vezes
confundido com tuberculose, afetando significativamente o tratamento. A glicoproteina gp43
¢ o principal componente antigénico do agente etiolégico da doenca, Paracoccidioides
brasiliensis, sendo comumente empregada para diagnostico. Os resultados demonstraram uma
deteccdo colorimétrica rapida (a olho nu, dentro de 1 minuto) com AuNBs reduzidos com
acido ascorbico, nas concentracBes de 14, 7, 3,5, 1,5 e 0,7ug/ml de gp43 (razdo 1:1 de
AC:PEI - anticorpo para agente ligante), e de 50, 24, 10, 5 e 2,4ug/ml nos AuNBs com
hidroquinona (razdo 7,4:1 - dentro de 30 minutos). Nestas raz0es, 0 nanossensor nao
apresentou alteracdo colorimeétrica quando incubado com a proteina BSA nas mesmas
concentragfes. No entanto, por outro lado, os deslocamentos de LSPR observados antes e
apos incubacdo com a glicoproteina gp43 e com o controle negativo BSA permitiram
determinar que, para atuar apenas como biossensor plasmonico o sistema ainda precisa de

aprimoramentos. De maneira geral, 0 nanossensor mostrou uma detec¢do simples da proteina



antigénica gp43, sendo promissor, apds aprimoramento e testes com soros, para diagnostico
da PCM.

Palavras chave: nanobastdes de ouro; nanossensor plasmonico; nanossensor colorimétrico.



ABSTRACT

Over the past decades, gold nanoparticles have shown remarkable efficiency in a variety of
biological applications, such as drug delivery systems, analyte detection, diagnostic
approaches, and photothermal therapies. Among its peculiar physicochemical characteristics,
localized surface plasmon resonance (LSPR) is important because it provides an absorption
spectrum that allows the evaluation of molecule binding events. The LSPR effect occurs when
an incident photon frequency resonates with the collective oscillation of conductive electrons
on the metal surface, leading to a strong absorption band in the UV/visible spectrum.
Therefore, gold nanoparticles provide two types of classic assays: spectroscopic evaluation of
LSPR longitudinal peak change and naked eye visualization of aggregation phenomena,
which change the color of the solution (both indicate the detection of biomolecules).
Currently, the colorimetric sensor has attracted a lot of attention for its low cost, simplicity,
practicality, and does not require sophisticated instrumentation. In this sense, a color
nanobiosensor of gold nanorods (AuNRs) functionalized with anti-gp43 antibodies was
developed to meet the demands of the diagnosis of Paracoccidioidomycosis (PCM). PCM is a
systemic granulomatous mycosis endemic in Latin America, whose diagnosis is still often
confused with tuberculosis, significantly affecting the patient treatment. Gp43 glycoprotein is
the main antigenic component of the etiological agent of the disease, Paracoccidioides
brasiliensis, and is commonly used for diagnosis. Results demonstrated rapid colorimetric
detection (with the naked eye within 1 minute) with reduced ascorbic acid AuNBs at gp43
concentrations of 14, 7, 3.5, 1.5 and 0.7 pg / ml (ratio 1: 1 of AC: PEI - antibody to binding
agent), and 50, 24, 10, 5 and 2.4pug / ml in AuNBs with hydroquinone (7.4: 1 ratio - within 30
minutes). In these ratios, the nanosensor showed no colorimetric alteration when incubated
with BSA protein at the same concentrations. However, the LSPR shifts observed before and
after incubation with gp43 glycoprotein and BSA negative control allowed us to determine
that, to act only as a plasmonic biosensor, the system still needs improvement. In general, the
nanosensor showed a simple detection of gp43 antigenic protein, and it is promising, after

improvement and sera tests, for PCM diagnosis.

Keywords: gold nanorods; plasmonic nanosensor; colorimetric nanosensor.
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1. INTRODUCAO

O interesse pelo uso da nanotecnologia em sistemas biotecnoldgicos vem aumentando,
devido sua semelhanca com biomoléculas. Nesse sentido, nanoparticulas de ouro (AuNPS)
tém sido amplamente estudadas e utilizadas, pela sua ampla aplicagdo biologica devido as
suas propriedades: opticas, estruturais, magnéticas e eletronicas. Por tudo isto, a utilizacdo
destas nanoparticulas tem atraido atencdo dos pesquisadores, sendo promissoras para 0
desenvolvimento de biossensores e bioensaios.

Dentre as aplicacfes das nanoparticulas de ouro (AuNPs), destacamos sua utilizagao
para diagndstico, pois possuem caracteristicas fisico-quimicas Unicas. Um fendmeno
observado nas AuNPs é uma forte absorcdo caracteristica no espectro visivel (Ressonancia
Plasménica de Superficie Localizada - LSPR) que pode ser vista pela espectrofotometria
através de bandas especificas. A LSPR é a oscilacdo dos elétrons livres causada pela radiacao
eletromagnética. O deslocamento ou alteracdo do padrdo de absorcéo da banda observada na
regido UV-visivel pode ser percebida quando ha ligacdo de biomoléculas as nanoparticulas de
ouro por afetarem as densidades de cargas de elétrons na superficie. Portanto, quando
biofuncionalizadas com anticorpos especificos, por exemplo, tornam-se um étimo biossensor,
pois permitem a identificacdo da interacdo com o0 antigeno de interesse, ocasionando
modifica¢Oes na absorbancia e/ou altera¢do na sua cor a “olho nu”.

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose causada por duas espécies do fungo
Paracoccidioides: Paracoccidioides brasiliensis ou Paracoccidioides lutzii. E uma micose
prevalente na Amarica Latina, com 80% dos casos relatados no Brasil, acometendo
principalmente homens, sobretudo trabalhadores rurais. E uma patologia que atinge acima de
tudo uma populacdo mais pobre, sendo considerada uma doenga negligenciada. O contagio da
PCM normalmente € através da inalagdo dos conidios, essa infeccdo pode ser curada ou
estagna e se tornar latente sem apresentar sinais e sintomas por anos. Podendo ocorrer uma
infeccdo severa e progressiva acometendo os pulmdes e outros 6érgdos. Em relacdo ao
diagnostico dessa doenca, ainda nao existe um que seja rapido e preciso. No entanto, séo
utilizados como diagnostico o isolamento e crescimento do patégeno, ELISA, Imunodifusdo
dupla (DID), aglutinacdo de particulas de latex, entre outros. Entretanto, considerando a
situagcdo econbmica das areas endémicas, esses ensaios demandam capacitacdo técnica e alto

custo de execucao.
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Perante 0 que foi evidenciado, ainda existe a necessidade de novas pesquisas e
estudos para aprimoramento do diagnostico da paracoccidioidomicose, a fim de buscar testes
mais rapidos, sensiveis, baratos e melhores do que os ja conhecidos. Atraves desse trabalho
com nanobastdes de ouro (AuNBs), foi possivel identificar a proteina gp43, antigeno
encontrado com maior frequéncia nos pacientes, por meio de uma simples alteracdo
colorimétrica a olho nu, ou ainda, por visualizacdo do deslocamento da banda de absorcéo
plasménica. Com estes resultados, esperamos aprimorar o biossensor para que ele seja capaz
de proporcionar uma deteccdo rapida, especifica e de alta qualidade do Paracoccidioides

brasiliensis também em soro de pacientes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Nanotecnologia

A nanotecnologia é definida como a manipulagdo de materiais em escala de 0,1-100
nm (NIOSI; REID, 2007). De acordo com o Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MCT), a
nanotecnologia é a tecnologia que trabalha com materiais de escalas nhanométricas em agdes
na pesquisa, desenvolvimento e inovacdo (MINISTERIO DA CIENCIA E TECNOLOGIA
(MCT), DESENVOLVIMENTO DA NANOCIENCIA E NANOTECNOLOGIA PPA 2004-
2007).

Um grande interesse tem surgido no uso de nanotecnologia em sistemas
biotecnologicos, ja que as nanoparticulas se tornam semelhancas a biomoléculas através do
controle de seu tamanho durante a sintese. Além disso, é possivel produzir nanoparticulas em
diferentes formatos, tais como nanobastdes, nanoconchas, nanoesferas e nanocristais, e com
diferentes modificacbes na superficie, o que pode contribuir para melhorar sua
biocompatibilidade (WEST; HALAS, 2000). Sendo assim, a nanobiotecnologia possui
aplicacGes em vérias areas como a farmacéutica, na medicina, na agricultura, no diagnostico,

em processos industriais e na inddstria de alimentos (HULLMANN, 2017).

2.2 Nanoparticulas de ouro

Sabe-se que as nanoparticulas de ouro (AuNPs) tem ampla aplicacdo bioldgica devido
suas propriedades, sendo elas: Opticas, estruturais, magnéticas e eletrénicas (PISSUWAN;
VALENZUELA,; CORTIE, 2008). Além disso, sdo as nanoparticulas metalicas mais estaveis
que se conhece hoje (DANIEL; ASTRUC, 2004). Por tudo isto, a utilizacdo destas
nanoparticulas tem atraido atencdo dos pesquisadores, sendo promissoras para 0
desenvolvimento de biossensores e bioensaios (LE et al., 2018).

As particulas com forma esférica (nanoesferas) e em forma de bastdo (nanobastes ou
“nanorods”) sdo as mais estudadas para aplicagdes biologicas (WU et al., 2016). Os
nanobastfes de ouro (AuNBs) sdo alongados e com diametro de 10 nm e comprimento que
varia de 30 a 100 nm (YANG; CUI, 2008).

As nanoparticulas abrangem uma funcionalidade enorme com varios tipos de

moléculas e biomoléculas, pois depois de sintetizadas sdo estaveis, possuindo uma longa
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duracdo e, embora quando em contato com diversos solventes as particulas se agreguem, elas

conseguem retornar para um estado homogéneo (DANIEL; ASTRUC, 2004).

2.3 Propriedades Opticas de nanoparticulas de ouro

O material em escala nanométrica apresenta propriedades diferentes daquelas
apresentadas pela macrométrica, pelo fato de que materiais nanometricos apresentam reducao
do movimento de elétrons, definindo caracteristicas fisicas e quimicas diferenciadas.

As nanoparticulas de ouro e prata sdo diferentes umas das outras, suas propriedades
Opticas sdo facilmente detectadas por um aumento na amplitude de onda de luz (HUANG,;
NERETINA; EL-SAYED, 2009) e pelas bandas especificas que apresentam em regides do
visivel. Esses fendbmenos acontecem devido a ressonancia plasménica de superficie localizada
(LSPR) mais intensa (HUANG; EL-SAYED, 2010).

A LSPR ¢é oscilacao dos elétrons de conduc¢do das particulas metalicas estimulada pela
exposicdo a luz (JENSEN et al., 2000). Essa oscilacdo estimulada pela absorcdo de luz
corresponde a absorcdo maxima da ressonancia de plasménica de superficie gerando uma
banda de absorcdo na regido UV-Visivel, podendo ser detectada pelo espectrofotdmetro
(HULTEEN et al., 1999). O efeito da LSRP depende de caracteristicas das nanoparticulas
metélicas como o tamanho e a forma (JENSEN et al., 2000).

As particulas com formato esférico apresentam apenas uma banda de absorcdo forte
em torno de 520 nm. (CREIGHTON; EADON, 1991). Para nanoparticulas em formato de
bastdo, devido ao seu formato, a oscilagdo ocorre em dois sentidos, longitudinal e transversal
onde se observa duas bandas de absorcdo na regido do visivel. A banda de oscilacdo
transversal sera exibida em torno de 520 nm e a outra banda da oscilacdo longitudinal em
torno de 755 nm (HUANG; EL-SAYED, 2010).

A banda longitudinal dos nanobastdes de ouro é sensivel a ligacdes de particulas que
circulam em seu meio; assim, quando h& uma ligacdo de moléculas no nanobastdo, a
densidade de cargas dos elétrons da sua superficie é afetada causando deslocamento da sua
banda de absor¢do plasmonica (TIWARI et al.,, 2011). A modificagdo de tamanho da
nanoparticula ou a ligacdo de moléculas na sua superficie pode aumentar a relagéo de aspecto,
modificando assim a cor do ouro que em solucdo é azul, passando a ser vermelho, além de
gue o comprimento de onda € deslocado (HUANG; EL-SAYED, 2010).

As AuNPs em forma de bastfes exibem qualidade melhores que as nanoesferas para

deteccdo devido as suas caracteristicas (JAIN et al., 2006): possui uma sensibilidade prépria
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em relacdo ao ambiente que estd inserida com comparagdo as nanoesferas com 0 mesmo
tamanho (LIAO; HAFNER, 2005), além de uma maior absor¢do de luz na sua ressonancia de
plasmon longitudinal quando comparado a outros nanomateriais conhecidos (JAIN; EL-
SAYED, 2008).

2.4 Funcionalizagéo

As AuNPs podem apresentar picos deslocados na regido do infravermelho quando sua
superficie é substituida ou coberta por particulas conhecidas (WILSON, 2008). Essa
funcionalizacdo deve acontecer com materiais propicios para gerar maior estabilidade e novas
funcionalidades, materiais esses como agentes biologicos, antigenos, peptideos, anticorpos
para melhorar as suas propriedades possibilitando a formacdo de bioconjugados
(ZUCOLOTTO, et al., 2014; FALLEIRQOS, et al., 2011; OLIVEIRA, 2011).

Com a superficie funcionalizada, por meio de ligantes como polietilenoglicol (PEG)
ou polietilenoimina (PEI), as nanoparticulas adquirem uma vasta aplicacdo como diagndstico,

tratamentos de doencas, e uso na cosmética entre outros (THOMPSON, 2007).

2.5 Biossensoriamento

Com a necessidade de diagnostico rapido, foi preciso um aperfeicoamento de técnicas
para que pudessem ser implantados na rotina dos laboratérios. Varios métodos de deteccéo
por biossensoriamento ja foram desenvolvidos, sendo os mais utilizados aqueles baseados em
marcadores de fluorescéncia, quimiluminescéncia e radioativos. No entanto, estas
metodologias ainda possuem um alto custo e necessitam de treinamento especializado. Tudo
isto aumenta o interesse em estudar e utilizar as AuNPs por serem de facil manipulacéo, e
possuirem maior estabilidade e maior sensibilidade (SANG et al., 2015).

As AuNPs, quando em solucdo, apresentam uma cor avermelhada, e quando
aglomeradas, apresentam uma cor azulada (LIU et al., 2013). E ainda, se a camada de anions
for removida por adicdo de biomoléculas, por exemplo, as nanoesferas comegam a se
aproximar e se aglomerar. O efeito da aglomeracao, produzindo a mudanca de cor foi usado
para detectar um determinado alvo, e usados como biossensores para detectar: antigeno de
Hepatite B (LE et al, 20018), doenca de Alzheimer (Cao et al., 2011), virus da gripe (LI et al.,
2007), virus da dengue (BASSO et al., 2018), entre outros. Se um eletrélito forte é

adicionado, tal como NaCl, os ions do sal protegem as cargas negativas das particulas,
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permitindo que elas se aproximem e agreguem, permitindo uma deteccgdo colorimétrica. E isso
ocorre pelo fato de nanoparticulas de ouro terem cores diferentes dependendo do ambiente
que os circunda (VERMA et al., 2008).

Além disso, as nanoparticulas sdo facilmente funcionalizadas com moléculas de
reconhecimento (como anticorpos, antigenos, oligonucleotideos, etc.) por métodos que levam
a conjugados altamente estdveis (WILSON, 2008). Uma das varias aplicacGes de
biossensores € baseada na mudanca de cor da solucdo devido a mudancas nas propriedades
dielétricas das particulas resultante da ligagdo de moléculas bioldgicas, tais como anticorpos,
a nanoparticulas de ouro (NATH; CHILKOTI, 2004).

Portanto, uma tecnologia de biossensor acoplada com o uso de nanoparticulas
metéalicas oferece beneficios comparados aos métodos tradicionais com relagdo ao tempo de

analise, sensibilidade e simplicidade de manipulacdo (FERREIRA et al., 2016).

2.6 Paracoccidioidomicose

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica causada por duas espécies
do fungo Paracoccidioides: Paracoccidioides brasiliensis ou Paracoccidioides lutzii
(MATUTE et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2013). Essa patologia foi relatada pela primeira vez
por Adolpho Lutz em 1908, que isolou 0 microorganismo através de lesGes orais de pessoas
infectadas (LACAZ, 1994). Na natureza ele é encontrado na forma filamentosa apresentando
propagulos infectantes chamados de conidios, e quando inalados os conidios se transformam
na forma leveduriformes que é sua forma parasita no hospedeiro (SAN-BLAS; NINO-VEGA,;
ITURRIAGA, 2002).

E uma importante doenca endémica que ocorre no continente americano estendendo
do México até a Argentina (VAN DAMME et al., 2006). O perfil epidemiologico de PCM no
Brasil varia de 3360 a 5600 casos registrado por ano da doenca, portanto € o pais com maior
namero de pacientes que adquire a doenca, com 80% dos casos (MARTINEZ, 2017). Sendo
as regides Sul, Sudeste e Centro Oeste com maior prevaléncia, em destaque os estados de
Minas Gerais, Sdo Paulo, Goias e Mato Grosso (COUTINHO et al., 2002). A regido
Amazonica a partir da segunda metade do século 20 se tornou uma regido endémica
aumentando os numeros de relatos de paracoccidioidomicose, aparentemente relacionados ao
aumento de atividade agricola na regido (MATOS et al., 2012; VIEIRA et al., 2014).

A PCM acomete principalmente homens com menor ocorréncia entre as mulheres

devido a protecdo hormonal, pois 0 horménio estrdgeno retarda a transformacgéo dos conidios
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que é a forma patogénica do fungo, dificultando a sua infec¢do. Afeta, sobretudo
trabalhadores rurais que estdo em contato direto com o solo, devido a presenga do fungo no
mesmo. E predomina na populacdo entre 30 a 59 anos e de racas mistas (CAMPOS et al.,
2008; MENDES et al., 2017).

E uma patologia que atinge acima de tudo uma populagio mais pobre onde geralmente
ndo se tem recursos para controle, medicacdo e pesquisas relacionadas a ela, sendo
considerada uma doenca negligenciada (Academia Brasileira de Ciéncias, 2010). Mas isso
vem mudando ja que ela foi inclusa como prioridade em pesquisa ha America Latina e faz
parte de doencas com notificacdo obrigatéria em alguns estados no Brasil (DUJARDIN et al.,
2010).

2.7 Aspectos Clinicos

O contagio da PCM normalmente é através da inalacdo dos conidios do
Paracoccidioides, que se depositam nos alvéolos e bronquios dos pulmdes e apresenta a
forma levedura patogénica, podendo causar lesdes pulmonares primeiramente (SILVA NETO
et al., 2014). A infecgédo pode ser curada ou estagna e se tornar latente sem apresentar sinais e
sintomas por anos (OLIVEIRA et al., 2002). Mas em qualquer momento a infecgdo pode
progredir e acometer varios locais alem dos pulmdes, como o figado, pele, linfonodos, rim,
adrenais e mucosas (FRANCO et al., 1987).

De maneira geral, as manifestacbes clinicas apresentadas pelos pacientes envolvem
tosse seca ou com muco, seguida de dispneia. A maioria manifesta multiplas lesdes orais além
de aparecimento de Ulceras com presenca de hemorragia. Também é comum o aparecimento
de lesbes na pele na area do nariz e boca (MARQUES, 2012; MARQUES, 2013). Pode haver
acometimento dos pulmdes, causadas pelas lesGes que levam a reacbes granulomatosas e
fibrose. Se nédo tratada a fibrose pode progredir e ser letal (MARCHIORI et al., 2011). E
muitas vezes a doenca se assemelha a tuberculose, sendo geralmente confundida no
diganostico (BORGES-WALMSLEY et al., 2002).
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Figural: Propagagdo de Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii. Imagem
obtida de Shikanai-Yasuda et al., 2017.

2.8 Proteina gp43

A gp43 é o antigeno conhecido e encontrado com maior frequéncia nos pacientes com
a PCM (MENDES-GIANNINI et al., 1989; CAMARGO et al., 1991; DA SILVA et al.,
2004). A glicoproteina de 43KDa chamada de gp43 é a proteina secretada mais estudada na
PCM. E sintetizada no citoplasma da P. brasilienses, armazenada em vesiculas, levada até a
parede celular e posteriormente liberada no meio extracelular (SANDOVAL et al., 1996). Foi
0 primeiro componente antigénico do fungo a ter sua estrutura sequenciada e clonada,
expresso como proteina de fusdo em bactéria, foi purificado e identificado em 1986 (PUCCIA
etal., 1986; TABA et al., 1989; CISALPINO et al., 1996).

A gp43 é uma proteina importante na viruléncia do fungo favorecendo a adeséo e
instalagdo fangica nos tecidos. Em experimento no ano de 1994 Vicentini e colaboradores
inocularam nos testiculos de hamster a gp43 purificada através do revestimento da
P.brasilienses com a laminina obtendo uma doenca gronulomatosa mais rapida e mais grave
(VICENTINI et al., 1994). Em outros estudos experimentais foi relatada que a glicoproteina é
capaz de inibir consideravelmente a fagocitose do fungo pelos macrofagos e a liberacdo de

oxido nitrico como consequéncia mostrou-se um importante mecanismo para instalacdo da
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infeccdo primaria do fungo nos seus hospedeiros (POPI; LOPES; MARIANO, 2002).
Também apresenta efeito proteolitico na elastina, caseina e coldgeno que facilita a adesdo do
fungo as células do epitélio no vetor (MENDES-GIANNINI et al., 2007). Foi reconhecido
dois peptideos na superficie da gp43, P4 e P23, que sdo capazes de modular uma resposta
anti-inflamatoria local e sistémica, liberando IL-10, um fator imunomodulatorio importante
para evitar a inflamacao e inibir a funcdo dos macrofagos sendo responsavel por garantir a sua
sobrevivéncia no hospedeiro (KONNO et al., 2012).

Apesar da estrutura complexa do P. brasilienses a glicoproteina 43kDa foi identificada
em 100% do pacientes com PCM, se tornando um importante marcador para
imunodiagnodstico da doenca, havendo poucos casos relatados de anticorpo indetectavel
(SOUZA et al. 1997; TRAVASSOS et al.,, 2004; VIDAL et al.,, 2005). Porém nao é
recomendado para diagnésticos em paciente com PCM infectados com P.lutzii, pois ha relatos
de resultados falso-negativos quando se usa antigenos de P.brasiliensis (LEITAO et al.,
2014).

2.9 Diagnostico PCM

E importante um diagndstico rapido e especifico para essa micose para um inicio de
terapia adequada e assim evitar complicagées nos pulmdes e disseminacdo dos fungos para
outros 6rgdos. O diagndstico inicial da doenca é feito através de identificacdo de sinais e
sintomas presentes nos pacientes em seguida por métodos de identificacdo do agente
etiologico, através de métodos como: imunoldgico, microbiolégico, moleculares e
histopatol6gicos.

No entanto, determinar precisamente os parametros clinicos para diagnéstico da PCM
é um grande desafio, visto que as caracteristicas da doenca podem ser confundidas com
outras. Em caso de comprometimento pulmonar a PCM deve ser diferenciada com a
tuberculose, coccidioidomicose, histoplasmose, sarcoidose, pneumoconiose e pneumonite
intersticial. Em lesbes cutanea-mucosa as condicGes a serem consideradas no diagndstico
diferencial sdo leishmaniose cutanea ou mucosa, tuberculose, cromoblastomicose, hanseniase,
sarcoidose, lues, neoplasia. Na PCM digestiva deve ser diferenciada da tuberculose e doenca
de Chron, enquanto nas formas de PCM que afetam o sistema nervoso central, as condic¢oes
sdo tuberculose, criptococose, cisticercose e neoplasias (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017).

O “padrao ouro” para diagnéstico da doenca é a identificagdo direta da

Parracoccidioides spp em exames a frescos de escarro, biopsia de lesdes, aspiracdo de
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linfonodos (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). Os fungos sdo observados como células
arredondadas de 2 a 40um, com paredes birrefringentes e esverdeadas, além da presenca de
brotamentos tnico ou multiplos chamada de “aspecto em roda de leme” (MOREIRA, 2008).
Entretanto, apesar dessa metodologia ser considerada padrdo ouro, pode haver dificuldade
para a coleta de material biolégico devido ao estado do paciente e também se tratar de uma
técnica ndo sensivel e demorada (CAMARGO, 2008). Assim, testes sorolégicos se tornam
alternativas mais eficazes, rapidas e simples para diagnostico.

A Imunodifuséo dupla (DID) é a metodologia mais utilizada para diagnostico da PCM
atualmente devido a sua simplicidade, baixo custo e alta especificidade. No entanto sua
sensibilidade pode variar de 65 a 100% dependendo do antigeno que € utilizado (CANO;
RESTREPO, 1987; SHIKANAIYASUDA et al., 2006).

A Contra-imunoeletroforese (CIE) também é empregada para diagnostico de PCM de
rapida execucdo com sensibilidade de 77% a 97% e especificidade de 95%. Mas trata-se de
um método mais caro e ndo é usado na rotina laboratorial apenas para monitoramento de
pacientes em tratamento (NEGRO et al., 2000; CAMARGO, 2008).

A técnica Elisa tem sido utilizada para diagnostico da doenca pelo grande namero de
amostras que podem ser analisadas ao mesmo tempo (TELES; MARTINS, 2011). Sua
sensibilidade varia de 95% a 100% e especificidade de 85%. Mas essa técnica ainda apresenta
reacOes cruzadas com outras micoses e pessoas sadias que vivem em areas endémica de PCM
(ALBUQUERQUE; SILVA; CAMARGO, 2005; MALUF et al., 2003).

O teste de aglutinacdo de particulas de latex (LAT) é um método rapido e de facil
aplicacdo. Mas em teste descrito em 1978 com particulas de latex sensibilizadas com
exoantigeno preparado a partir de pool de trés isolados de P. brasiliensis apresentou
sensibilidade baixa de 65% (CANO; RESTREPO, 1987). Em 2015, Dos Santos e
colaboradores desenvolveram um imunoensaio utilizando latex sensibilizado com a gp43 ou
com o anticorpo monoclonal mAbl7c (anti-gp43) e o teste apresentou sensibilidade de
98,46% e especificidade de 93,94% na deteccdo de anticorpos e 96,92% de sensibilidade e
88,89% de especificidade na deteccdo da gp43 circulante. Entretanto apresentou reacdes
cruzadas de pacientes com histoplasmose, aspergilose e candidiase (SANTOS et al., 2015).

Embora apresentem uma boa sensibilidade e especificidade para diagnostico de PCM,
muitos destes testes possuem baixa sensibilidade e especificidade adequada, além de produzir
reacOes falso-positivas e reagdes cruzadas. Entdo novos métodos tém sido estudados para
pesquisa de micoses, através da utilizacdo de nanotecnologia para um diagndstico mais eficaz,

rapido, barato e de facil manejo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Desenvolver e analisar um biossensor plasmonico e colorimétrico para deteccao

simples e rapida da glicoproteina gp43 de Paracoccidioides brasiliensis utilizando

nanobastdes de ouro.

3.2 Objetivos especificos:

- Funcionalizar nanobastdes de ouro com o0 anticorpo anti-gp43 e avaliar todas as

etapas de desenvolvimento do biossensor;

- Analisar deslocamentos na ressonancia plasménica de superficie localizada (LSPR)

antes e apos incubacao com a glicoproteina gp43;

- Analisar alteracfes colorimétricas (a olho nu) apos incubagdo com a glicoproteina

gp43.

- Verificar quais as melhores concentragcfes da glicoproteina que podem ser detectadas

pelo biossensor proposto.
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4. METODOLOGIA

4.1 Sintese de nanobastdes de ouro

4.1.1 Sintese com hidroquinona

Os nanobastdes de ouro foram sintetizados pelo método mediado por sementes. 460uL
de uma solucéo recém-preparada de boro-hidreto de sodio 0,01M dissolvido em hidréxido de
sodio 0,01M foi rapidamente adicionada em 10 mL de solu¢do de HAuCl4 0,5 mM contendo
CTAB 0,1M sob agitagdo. Uma mudanga de cor de amarelo intenso para marrom claro
indicou a formacdo bem-sucedida das sementes de nanoparticulas de ouro. Essa solucéo
semente foi reservada e mantida a 25°C. Para sintetizar nanobastdes de ouro com ressonancia
plasmonica longitudinal de aproximadamente 800 nm, foram adicionados 11,5 pL de solugao
de nitrato de prata 0,1 M a 10 mL de solugdo de HAuCl, 0,5 mM contendo CTAB 0,1M.
Posteriormente, foram adicionados 500 uL de solugdo aquosa de hidroquinona 0,1 M ¢ a
mistura foi agitada delicadamente até que ficasse transparente. Em seguida, 160 puL da
solucdo semente foram adicionados sob agitacdo constante, até adquirir coloracdo arroxeada
(aproximadamente 20 minutos). Todo o processo foi realizado com temperatura controlada a
27°C. Posteriormente, a solucdo resultante foi incubada overnight em estufa a 30°C (NAZARI
etal., 2017).

4.1.2 Sintese com &cido ascorbico

Para preparo da solucdo semente, uma solucdo de CTAB (5 mL, 0,20 M) foi misturada
com 5 mL de HAuCl,4 (0,00050 M), sob agitacdo constante e temperatura controlada a 27°C.
A solucio agitada, foram adicionados 0,60 mL de NaBH, 0,010 M gelado, resultando na
formagédo de uma solugcdo marrom clara. A agitacdo vigorosa da solucdo foi mantida por 2
minutos e, em seguida, a solucédo foi reservada e mantida a 25°C. Para a etapa de crescimento
dos nanobastdes de ouro, foi adicionado CTAB (5 mL, 0,20 M) a 70 pL de solugéo 0,0040 M
de AgNOs; a 25°C. A esta mistura, foram adicionados 5 mL de HAuCl, 0,0010 M, e, ap0s
uma leve agitagdo manual da solugéo, foram adicionados 70 pL de &cido ascorbico 0,0788 M,
resultando em uma solucéo transparente. Por ultimo, foram adicionados 12 pL da solugédo

semente & solugdo de crescimento a 27-30°C, e a cor da solucdo mudou gradualmente para
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roxo intenso dentro de 15 minutos. Posteriormente, a solucdo resultante foi incubada
overnight em estufa a 30°C (NIKOOBAKHT; EL-SAYED, 2003).

4.2 Funcionalizacdo das nanobastdes de ouro

Os nanobastdes de ouro foram funcionalizados com anticorpo anti-gp43 através do
reagente ligante polietilenoimina (PEI). Essa ligacdo ocorre através do grupo NH3 presente
em uma das extremidades do PEI que se liga ao ouro, enquanto a sua outra extremidade com
0 grupo amina se liga covalentemente ao grupo carboxilico (-COOH), o qual esta presente no
anticorpo. Para que ocorra a ligacdo entre os radicais carboxilas com as aminas é necessario
uma reacdo de amidacdo mediada por diimida. Para tanto, € utilizado cloridrato de N-etil-N’-
(3-dimetil-aminopropil) carbodiimida (EDAC) como agente acoplante e o N-
hidroxisuccinimida (NHS) como agente estabilizante, assim convertendo os &cidos
carboxilicos em ésteres ativos, que em seguida interagem com 0s grupos amina dos reagentes
ligantes (Figura 2).

Para que fosse possivel a funcionalizacdo dos nanobastdes com o0s anticorpos anti-
gp43 através da ligacdo do PEI, 1,5 mL da solucdo de nanobastdes foram centrifugados a
6100g por 15 minutos (para remoc¢do do excesso de CTAB remanescente da sintese). Em
seguida, os nanobastdes foram ressuspendidos em agua ultrapura e adicionados depois a
polietilenoimina (0,3%), entdo, incubados a temperatura ambiente por 3 horas. Em seguida, a
solucdo foi centrifugada 6 vezes a 2000g e 1 vez a 5000 g por 5 minutos e 0s nanobastdes
foram ressuspendidos agua ultrapura para diferentes proporcbes de AC:PEI. Sendo as
proporcdes 1:7,4(AC:PEI), 1:1(AC:PEI) e 7,4(AC:PEI). Apds esta etapa foi realizada uma
leitura no espectrofotdmetro na regido UV-Visivel. Depois, foram adicionados anticorpo anti-
gp43, previamente preparado com EDAC/NHS, como descrito a seguir:

A solucdo do anticorpo foi antecipadamente preparada misturando-se 70ul de
anticorpo e 0,2 pL de EDAC/HNS (0,4M:0,1M) com uma propor¢ao na concentracao de 1:1,
para um volume final de 70,2 pL na concentragdo 1:1(AC:PEI). E na proporcéo
1:7,4(AC:PEI) solucdo do anticorpo foi antecipadamente preparada misturando-se 140 pL de
anticorpo e 0,4 pL de EDAC/HNS (0,4M:0,1M) com uma propor¢ao na concentracao de 1:1,
para um volume final de 144 pL e depois, incubadas por 30 minutos a 4°C.

Apos adigdo dos anticorpos, os nanobastdes foram novamente incubados por 30

minutos em temperatura ambiente, e, apds este periodo, centrifugados 3 vezes a 2000g e 1 vez
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a 5000g por 5 minutos cada, além de ressuspendidos em 531,5ul de agua utrapura.
Posteriormente, foi feita a leitura no espectrofotdmetro para verificar a eficiéncia da ligag&o.

Figura 2: Esquema de*®
reagdo de “crosslinking”
entre PEl e anticorpo,
utilizando os reagentes
EDAC e NHS. 1: Reacédo
de adicdo eletrofilica do
EDAC ao anticorpo. 2:
Substituicdo nucleofilica
do EDAC por NHS,
formando um éster de
NHS. 3: Reacdo entre 0
anticorpo  contendo o
éster de NHS e a amina
primaria do PEIl para
formacdo da ligagdo
amida. AuUNB:
Nanobastes de ouro.
Adaptado de FERREIRA
etal., 2017.
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4.3 Biossensoriamento

Para deteccdo do antigeno, o sistema nanobastdo de ouro + anticorpo (biossensor) foi
dividido em 5 tubos com diferentes volumes da solucdo de paracoccidioidina (solucédo
proteica enriquecida na glicoproteina gp43), obtendo diferentes concentracGes (tabelal), com
o volume final de 110uL. Cada mistura foi entdo incubada por 30 minutos em temperatura
ambiente. Apds esse tempo, foram centrifugadas 2 vezes a 2000g por 5 minutos,
ressuspendidas em 100uL de agua ultra-pura e lidas em espectrofotdbmetro. As mesmas

concentragOes e volumes finais foram utilizados com BSA como controle negativo.

Concentracao final antigeno

50 pg/mL 14 ng/mL
24 png/mL 7 ng/mL
10 pg/mL 3 pg/mL

5 pg/mL 1,5 pg/mL
2,4 ng/mL 0,7 pg/mL

Tabela 1: Concentracbes de antigeno (paracoccidioidina - solugdo proteica enriquecida na

glicoproteina gp43) testadas.

4.4 Instrumentacéo

Para a andlise das reacdes, os espectros foram medidos em espectrdmetro UV-Vis
(UV-1800, SHIMADZU), no qual é possivel detectar as alteracdes dos elétrons de superficie
resultantes da ligacdo anticorpos-antigenos, por deslocamento do espectro gerado (de acordo

com a propriedade de ressonancia plasmonica de superficie localizada - LSPR).7

4.5 Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados foi realizada com o software Graph Pad
Prism (Versdo 5.0), empregando-se o teste ANOVA one-way, seguido pelo pds-teste
de Tukey. Adotou-se o nivel de significancia p < 0,05 para todas as anélises.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Atualmente a utilizacdo de nanoparticulas de ouro vem aumentando como
biossensores plasmonicos ou por simples deteccdo colorimétrica a olho nu através da
agregacéo. Entretanto, a maioria dos trabalhos utilizam nanoesferas, cuja agregagdo resulta
em solucéo azulada (FENG et al., 2018; CHANG et al., 2017), sendo poucos os trabalhos que
utilizam nanobastbes para agregacdo (MA et al.,, 2010), especialmente para alteracao
colorimétrica (SHAMS et al., 2019). Nesse sentido, 0s nanobastdes de ouro representam uma
alternativa interessante para o desenvolvimento de um teste rdpido como diagndstico da
paracoccidioidomicose. Para verificar se um nanossensor seria promissor para tanto,
iniciamos investigando se uma constru¢cdo com nanobastdes de ouro seria capaz de detectar a
proteina gp43. Isso porque esta proteina € o antigeno mais prevalente no soro de individuos
infectados com o agente patogénico da PCM (CAMARGO et al., 1991).

Pelas suas propriedades Opticas e eletrnicas, 0s nanobastdes de ouro permitem a
visualizacdo do deslocamento da banda de absorcdo plasménica longitudinal, quando ha
ligacdo de biomoléculas na sua superficie (TIWARI et al., 2011). Além disso, caso a
interacdo seja intensa, pode ocorrer agregacdo dos AuNBs, 0 que resulta em uma alteragédo
colorimétrica que pode ser vista a olho nu (SHAMS et al., 2019). Primeiramente, 0s
nanobastGes de ouro foram sintetizados por dois tipos de métodos de reducdo de semente
como descrito anteriormente, onde em um se utiliza acido ascorbico e o outro hidroguinona
com agente redutor. Esses métodos permitiram a obtencdo de uma solucdo coloidal de cor

arroxeada de nanobastdes de ouro com picos de absorgdo bem definidos (Figura 3).
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Figura 3: Espectro de absorgdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) de nanobastdes de
ouro. (A) Picos de absorcdo plasmonica longitudinal (777nm). (B) Picos de absorcgdo
plasménica longitudinal (878nm).

Foi calculada a concentracdo dos nanobastbes através da lei de Beer-Lambert
(Abs=¢.l.c). E para isso foi utilizada os valores do coeficiente de extingdo encontrado no
estudo de Vigderman e Zubarev (2013). Obtendo a concentragdo de 7,22x10” mM para o
AUNB sintetizado com A&cido ascérbico e 3,02x107 mM para AuNB sintetizado com
hidroquinona.

Os nanobastdes foram sintetizados pelo mesmo método de sintese mediado por
sementes e reduzidos por diferente substancias, sendo elas o acido ascérbico e hidroquinona.
E foi observado que a sintese com hidroguinona mostrou a banda com maior comprimento de
onda (Figura 3). E Peixoto em 2015 menciona que banda em maior comprimento de onda é
mais sensivel as modifica¢des do indice de refracdo do meio (PEIXOTO, 2015).

Apos a sintese do nanobastdes de ouro, foram funcionalizados com polietilenoimina a
0,3% conforme outros trabalhos (PYSHNAYA et al., 2014). A funcionalizacéo foi satisfatoria
para 0s nanobastdes conforme a figura 4 e 5 devido os deslocamentos observados (tabela 2).

Para 0s nanobastBes sintetizados com &cido ascérbico, foram utilizadas apenas as
proporcdes de 1:7,4 e de 1:1 de AC:PEI pois a razdo de 7,4:1 ndo foi satisfatoria.
Deslocamentos de 3nm s&o considerados como o valor de zero, pois esse intervalo

corresponde ao erro e desvio do equipamento (espectrofotdmetro).

AuNB Relacdo AC:PEI Deslocamento
AuNB &cido ascorbico 1:7,4 26
AuNB &cido ascorbico 1:1 23
AuNB hidroquinona 1:7,4 35
AUNB hidroguinona 1:1 11
AUNB hidroguinona 7,4:1 10

“Tabela 2: Deslocamento observado na funcionalizacdo com PEI em comparacéo ao AUNB.

Apos a funcionalizacdo com PEI, os AuNBs foram bioconjugados ao anticorpo anti-
gp43, para a deteccdo desta proteina, quando presente. Como mostrado nas figuras 4 e 5.

Assim a partir desse momento foi construido um biossensor.
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AuNB Relacdo AC:PEI Deslocamento
AuNB &cido ascorbico 1:7,4 10
AuNB acido ascorbico 1:1 18
AUNB hidroguinona 1:7,4 2
AuNB hidroquinona 1:1 8
AUNB hidroguinona 7,4:1 5
“Tabela 3: Deslocamento observado com a construgdo do biossensor (AuNB + PEI + AC) em
compracdo AuNB+PEI.
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Figura 4: Absorcdo plasmoénica dos biosensores construidos com AuNBs reduzidos com
acido ascorbico. Espectro de absor¢do na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) (A) AuNB
de ouro com pico de absorcdo plasmdnica longitudinal maximo em 777nm (linha preta),
AuUNB funcionalizada com o reagente PEI (pico maximo de absor¢do 751nm - linha
vermelha) e AuUNB bioconjugada com anticorpo anti-gp43 1:7,4 (pico méximo em 741nm —
linha azul). (B) AuNB de ouro com pico de absor¢do plasménica longitudinal méximo em
777nm (linha preta), AuNB funcionalizada com o reagente PEI (pico m&ximo de absorcao
754nm — linha vermelha) e AuNB bioconjugada com anticorpo anti-gp43 1:1 (pico maximo

em 736nm — linha azul).
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Figura 5: Absorcdo plasmoénica dos biosensores construidos com AuNBs reduzidos com
hidroquinona. Espectro de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) (A) AuNB de
ouro com pico de absor¢do plasmonica longitudinal maximo em 878nm (linha preta), AUNB
funcionalizada com o reagente PEI (pico maximo de absor¢do 843 nm — linha vermelha) e
AuUNB bioconjugada com anticorpo anti-gp43 1:7,4 (pico méximo em 841nm — linha azul).
(B) AuNB de ouro com pico de absorcdo plasmonica longitudinal maximo em 878nm (linha
preta), AUNB funcionalizada com o reagente PEI (pico maximo de absorcdo 867 nm — linha
vermelha) e AuNB bioconjugada com anticorpo anti-gp43 1:1 (pico maximo em 859nm —
linha azul). (C) AuNB de ouro com pico de absorcdo plasménica longitudinal maximo em
878nm (linha preta), AuUNB funcionalizada com o reagente PEI (pico maximo de absor¢édo
868 nm — linha vermelha) e AUNB bioconjugada com anticorpo anti-gp43 7,4:1 (pico maximo

em 863nm — linha azul).

Em seguida, foi testada a deteccdo do antigeno pelo biossensor. Foram testadas
diferentes concentracdes de paracoccidioidina (solugdo enriquecida na glicoproteina gp43) e

de proteina albumina sérica bovina (BSA), a qual foi usada como controle negativo. Com 0s
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AuNBs reduzidos com acido ascoérbico foram utilizadas as concentracbes de
paracoccidioidina de 14pg/ml, 7pg/ml, 3ug/ml, 1,5ug/ml e 0,7ug/ml (Figuras 6 e 7). Por
outro lado, estas concentracdes ndo forneceram resultados satisfatérios para os AuNBs
reduzidos com hidroquinona; dessa forma, para estes nanobastdes foram utilizadas as

concentragdes de 50ug/ml, 24pg/ml, 10pg/ml, 5pg/ml, 2,4ug/ml (Figuras 8 e 9).
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Figura 6: Espectros de absor¢do plasménica durante a deteccdo da proteina gp43, com

variagoes da concentracdo em comparagdo com nanobastfes de ouro (AuNBs) reduzido com

acido ascorbico 1:7,4(AC:PEI) + Gp43. Valores dados em microgramas de proteina aplicada.
Linha preta: AuNBs reduzido com acido ascérbico 1:7,4(AC:PEI). Linha vermelha: AuNBs

com Gp43.
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Figura 7: Espectros de absorcdo plasménica durante a detecgdo da proteina gp43, com

variagOes da concentragdo em comparacdo com nanobastdes de ouro (AuNBs) reduzido com
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acido ascorbico 1:1(AC:PEI) + Gp43. Valores dados em microgramas de proteina aplicada.
Linha preta: AuNBs reduzido com acido ascorbico 1:1(AC:PEI). Linha vermelha: AuNBs
com Gp43.

Como pode ser observado pelas figuras 6 e 7, a razéo de 1:1 (AC:PEI) forneceu os
melhores resultados, com deslocamentos visivelmente acentuados para a esquerda, o que
demonstra a deteccdo da proteina gp43. Além disso, na razdo de 1:1, todas as concentracdes
testadas foram identificadas, enquanto na razdo 1:7,4 apenas na concentracdo de 14ug/ml o
deslocamento foi acentuado. Isso demonstra que estes nanobastdes se mostraram um bom
sensor plasménico, permitindo a deteccdo da proteina pela avaliacdo do deslocamento do pico

de absor¢cdo maximo longitudinal.



"= auns+pEIAC g
=
A AUNB+PEI+AC+Ag5Oug/MI F—JAuNB+PEI+AC
084 084 —— AuNB+PEI+AC+Ag24pg/ml
0,6 1 06
8 g
0.4 4 0.4
0.2 0,2 -
0,0 0,0 -
71T T rrr+rrrrrrrrrrsrr 1 —rtr r r 1Tt r 1T T1r 1
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
Compriemnto de onda (nm) Comprimento de onda(nm)
1,04
fo D 1,04
—AuUNB+PEI+AC
08 4 ——AUuNB+PEI+AC+Ag10pg/ml 084 EAUNB"‘PEHAC
——AuNB+PEI+AC+Ag5ug/ml
06 - 06 4
§ .
041 04
024 02
004 0,04
v T . T ¥ T v T ® T b T v T v T o 1 . T - T 7 T . 1 T T e r - T T T . 9
0. 440 00 B0 00; 80D 00 A0 11007 4200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
Compriemnto de onda (nm) Comprimento de onda (nm)
1,04
E
08 [T AuNB+PEI+AC
"~ |——AuNB+PEI+AC+Ag2 4pg/m|
06 4
g
0,4 4
0,2 -
0,0 4
T T T T T T T T T T v T T T L | ' 1
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
Comprimento de onda (nm)

35

Figura 8: Espectros de absor¢do plasménica durante a deteccdo da proteina gp43, com

variaces da concentracdo em comparacdo com nanobastdes de ouro (AuNBs) reduzido com

hidroquinona 1:1(AC:PEI) + Gp43. Valores dados em microgramas de proteina aplicada.

Linha preta: AuNBs reduzido com hidroquinonal:1(AC:PEI). Linha vermelha: AuNBs com

Gp43.
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Figura 9: Espectros de absorcdo plasmoénica durante biofuncionalizacdo com varia¢Ges da
concentracdo de paracoccidioidina em comparagdo com nanobastdes de ouro (AuNBS)
reduzido com hidroquinona 7,4:1(AC:PEI) + Gp43. Valores dados em microgramas de
proteina aplicada. Linha preta: AuNBs reduzido com hidroquinona7,49:1(AC:PEI). Linha
vermelha: AuNBs com Gp43.
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Por outro lado, as figuras 8 (razéo 1:1) e 9 (razdo 7,4:1) mostram a detecgéo pelo
biossensor construido com nanobastdes reduzidos com hidroquinona. Como pode ser visto
nas figuras, neste caso a razdo de 7,4:1 forneceu os melhores resultados, com deslocamentos
até a concentracdo de 5ug/ml. Assim, estes nanobastdes também se mostram promissores
como sensores plasmonicos.

Além de gerar deslocamentos quando lidos em espectrofotdmetro, nos nanobastdes de
ouro (AuNBs) reduzido com &cido ascérbico 1:1(AC:PEI) também foi observado alteracédo
visual em sua coloracdo mudando de rosa para roxo instantaneamente, como pode ser visto
para a concentracdo de 7ug/ml (Figural0O), seguida de intensa aglomeracdo que tornou a

solucdo transparente com pellet arroxeado, ap6s 10 minutos (Figura 11).

Figura 10: Aspecto visual do biossensor construido com AuNBs reduzidos com &cido

ascorbico. Tempo zero.

Figura 11: Alteracdo colorimétrica do biossensor construido com AuNBs reduzidos com

acido ascorbico, com variagGes de concentracdo de gp 43 e BSA, apds 10 minutos.
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Com o0s nanobastbes de ouro (AuNBs) reduzidos com hidroquinona na razéo
7,4:1(AC:PEI), obtivemos alteracdo visual na coloracdo de rosa para roxo em todas as
concentracdes de paracoccidioidina (Figura 12). Entretanto, o AUNB com razdo 1:1(AC:PEI)
houve alteracdo na coloragdo visualmente apenas nas concentragcdes 50ug/ml, 24pg/ml e
10pug/ml  (Figura 13). Destacamos aqui que para estes nanobastes, esta alteracdo

colorimétrica ocorreu apenas ap6s 30 minutos de incubagéo.

Figura 12: Nanobastbes de ouro (AuNBs) reduzido com hidroquinona na propor¢éao
7,4:1(AC:PEI). Comparando a alteracdo na coloragdo visual quando ligado com o antigeno e

com a proteina albumina sérica bovina (BSA) em diferentes concentragdes.

Figura 13: Nanobastbes de ouro (AuNBs) reduzido com hidroguinona na proporgéo
1:1(AC:PEI). Comparando a alteracdo na coloragdo visual quando ligado com o antigeno e

com a proteina albumina sérica bovina (BSA) em diferentes concentragdes.

A relagdo de 1:7,4(AC:PEI) nos nanobastdes reduzidos com hidroquinona n&o
forneceram deslocamentos na banda de absorcdo plasménica, como pode ser observado na
figura 14. Esta foi a razdo pela qual os gréaficos mostrados nas figuras 8 e 9 representam
apenas as demais razdes. Assim, ndo houve deslocamento significativo nem com o antigeno e
nem com o controle negativo (BSA), e a razdo de 1:7,4 se mostrou um biossensor ineficiente
(Figura 14).
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Figura 14: Nanobastdes de ouro (AuNBs) reduzido com hidroquinona na propor¢éo
1:7,4(AC:PEI). (A) AUNB+Antigeno (B) AuNB+BSA.

Foi usado o proteina albumina sérica bovina (BSA) como controle negativo em
diferente concentracdes, sendo que para os AuNBs reduzidos com &cido ascérbico foram
utilizadas as concentracdes de BSA 14ug/ml, 7ug/ml, 3ug/ml, 1,5ug/ml e 0,7ug/ml (Figuras
15 e 16) enquanto que, para oS AuNBs reduzidos com hidroquinona foram utilizadas as
concentracdes de 50ug/ml, 24ug/ml, 10pg/ml, 5ug/ml, 2,4ug/ml, para que ficassem iguais as
concentracdes de antigeno utilizadas (Figura 14, 17 e 18).

Ap0s incubacdo com BSA, houve um ligeiro deslocamento do pico de absorcao
maximo, com estreitamento do pico, nos AuNBs com &cido ascorbico (Figuras 15 e 16). Por
outro lado, com os AuNBs reduzidos com hidroquinona, os picos referentes a incubacdo com
BSA foram idénticos aos picos do biossensor em algumas concentra¢fes, demonstrando a ndo
deteccdo dessa proteina. No entanto, neste caso, para a concentracdo de 50ug/ml e 24pug/ml de
BSA (razdo 1:1) houve um pequeno deslocamento, mas, como mostrado na figura 13, houve
uma significativa alteracdo de cor na deteccdo da gp43, enquanto a cor do biossensor se
manteve com a coloracdo résea na nao-deteccdo da BSA. Para a razdo de 7,4:1 com
hidroquinona (figura 18) esse leve deslocamento apds incubacdo com BSA também ocorreu
até a concentracdo de 10pg/ml, mas também se mostrando bom na alteracdo colorimétrica.
Isso significa que, nestas raz0es e para detectar essas concentragdes de forma plasmonica no

espectrofotbmetro, esse biossensor ainda precisaria ser aprimorado.
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Figura 15: Espectros de absor¢do plasménica durante detecgdo de BSA, com variagOes da

concentracdo de BSA em comparagcdo com nanobastdes de ouro (AuNBs) reduzidos com

acido ascoérbico 1:7,4(AC:PEI). Linha preta: AuNBs reduzido com acido ascorbico
1:7,4(AC:PEI). Linha vermelha: AuNBs com BSA.
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Figura 16: Espectros de absor¢do plasménica durante detecgdo de BSA, com variagOes da

concentragdo de BSA em comparagdo com nanobastdes de ouro (AuNBS) reduzido com

acido ascorbico 1:1(AC:PEI). Linha preta: AuNBs reduzido com &cido ascérbico 1:1

(AC:PEI). Linha vermelha: AuNBs com BSA.
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Figura 17: Espectros de absor¢do plasmonica durante deteccdo de BSA, com variagdes da

concentracdo de BSA em comparacdo com nanobastdes de ouro (AuNBS) reduzido com
hidroquinona 1:1(AC:PEI). Linha preta: AuNBs reduzido com acido ascorbico 1:1(AC:PEI).

Linha vermelha: AuNBs com BSA.
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Figura 18: Espectros de absor¢do plasménica durante detecgdo de BSA, com variagOes da

concentracdo de BSA em comparacdo com nanobastdes de ouro (AuNBS) reduzido com

hidroquinona 7,4:1(AC:PEI).

Linha preta:

AuUNBs
7,4:1(AC:PEI). Linha vermelha: AuNBs com BSA.

reduzido com A&cido ascorbico
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As figuras 19 e 20 demonstram os valores dos deslocamentos encontrados do controle
negativo quando comparado com as ligaces & paracoccidioidina, para melhor visualizacéao.
Na figura 19 (A) observamos um maior deslocamento do AuNB quando ligado ao controle
negativo nas concentra¢bes 7pg/ml, 3ug/ml, 1,5ug/ml e 0,7ug/ml do que ao préprio
antigeno, mostrando que as condicdes desse biossensor ndo sdo adequadas para diagnostico
plasmonico da PCM. Por outro lado, a razdo de 1:1 (figura 19 -B) mostrou-se eficiente,
embora ainda exija um aprimoramento para que o deslocamento com BSA seja de zero ou de
até 3nm. Vemos na figura 20 que 0 mesmo aprimoramento é necessario para 0s nanobastdes

reduzidos com hidroquinona.

100 3 1:1{AC:PEI)
90 - 1:7,4(AC:PEI) 100 -
'g 80 - 90 -
£ 70 BParacoccidioidina ’g 80 -
[o]
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Figura 19: Comparacdo deslocamento do Nanobastdes de ouro (AuNBS) reduzido com &cido
ascorbico quando ligado a pacoccidioidina ou BSA.* deslocamento significativamente

diferente em relacdo ao controle negativo (BSA) (p <0,05). n=9.
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Figura 20: Comparacdo deslocamento do Nanobastdes de ouro (AuNBs) reduzido com
hidroquinona quando ligado a pacoccidioidina ou BSA. .* deslocamento significativamente

diferente em relacdo ao controle negativo (BSA) (p <0,05). n=9.

O sistema tem que ser aprimorado, pois apesar de apresentar uma diferenca de
deslocamento como mostra nos graficos (figura 19 e 20) apenas as concentragdes 24 pg/ml
dos nanobastdes sintetizado com hidroquinona proporgdo 1:1(AC:PEI) e a concentragdo 14
pg/ml dos nanobastdes sintetizado com acido ascoérbico proporcdo 1:7,4(AC:PEI) mostrou
diferenca estatistica.

Em sintese, os nanobastdes forneceram uma melhor deteccdo colorimétrica,
considerando que, mesmo para as concentracdes em que foram encontrados deslocamentos
plasmdnicos apods incubacdo com BSA, ndo houve nenhuma alteracdo da cor a olho nu.

Santos e colaboradores, em 2015, detectaram a gp43 circulante em pacientes, por meio
de um ensaio de agregacdo de particulas de latex. Os autores encontraram 95% de
sensibilidade e 88,89% de especificidade, no entanto, com ocorréncia de reacdo cruzada em
alguns pacientes portadores de outras micoses (SANTOS et al., 2015). Isso demonstra que
ainda existe a necessidade da busca por testes melhores.

Em 2003, Marques-da-Silva e colaboradores utilizaram ELISA para detectar a gp43
circulante em pacientes com diferentes formas da doenga, com uma média de concentracdo da
proteina de 9.87ug/ml. Foram encontrados 0s seguintes resultados: 18.23ug/ml em pacientes
com a forma aguda doenca, 8.55ug/ml em portadores da forma crénica; entre os pacientes
cronicos, 8.64ug/ml foi encontrado em individuos com a doenga multifocal e 7.64pg/ml na
forma unifocal da doenca (esses valores representam as médias encontradas) (MARQUES-
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DA-SILVA et al., 2003). Esses valores estdo de acordo com os valores de gp43 detectados
pelo biossensor proposto neste trabalho, que variaram na deteccdo colorimétrica a olho nu de
14pg/ml até 0,7ug/ml (AuNBs reduzidos com acido ascorbico e razdo 1:1) e de 50ug/ml a

2,4ug/ml nos AuNBs com hidroquinona, razédo 7,4:1.
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que os nanobastdes de ouro se mostraram eficientes para deteccdo da
proteina gp43, e, portanto, promissores para um diagnostico rapido da Paracoccidioidomicose,
apos devidos aprimoramentos e testes com soro de pacientes. Foi possivel funcionalizar os
nanobastdes de ouro com o0 anticorpo anti-gp43, avaliando todas as etapas de
desenvolvimento do biossensor pela LSPR. Os deslocamentos de LSPR antes e apds
incubacdo com a glicoproteina gp43 e com o controle negativo BSA permitiram determinar
que, para atuar apenas como biossensor plasmoénico o0 sistema ainda precisa de
aprimoramentos. Por outro lado, as analises das alteraces colorimétricas (a olho nu) apos
incubacdo com a glicoproteina gp43 foram satisfatorias, sendo possivel a deteccdo das
seguintes concentracdes pelo biossensor proposto: 14, 7, 3,5, 1,5 e 0,7 pug/ml nos AuNBs com
acido ascorbico (razéo 1:1) e 50, 24, 10, 5 e 2,4 pg/ml nos AuNBs com hidroquinona (razéo
7,4:1).
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