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RESUMO

A multifuncionalidade das nanoparticulas de ouro (AuNPs) tém sido destaque em varias
areas do conhecimento nas Ultimas décadas, incluindo diagndésticos, onde fatores como a
dispersdo e a estabilidade estdo diretamente relacionados ao desempenho dos testes, e por
isso o estudo de distintas estratégias de funcionalizacdo € essencial. A estabilizacdo das
nanoparticulas pode ser conduzida através de adsorcao de polimeros em suas superficies,
conferindo as caracteristicas e propriedades as nanoparticulas. Nesse contexto, o objetivo
deste trabalho foi estabilizar e funcionalizar nanoparticulas de ouro de diferentes
dimensGes (20, 40 e 80 nm). Cinéticas de adsor¢cdo e modelos matematicos possibilitaram
a determinacdo das concentragdes 6timas das variedades de polimeros heterobifuncionais
empregadas. Entretanto, uma vez que a elaboracdo da equacdo que previsse 0
comportamento das nanoparticulas de 20 nm ndo foi possivel, para as etapas seguintes
este tamanho de nanoparticula foi descartado. A enzima horseradish peroxidase (HRP)
foi empregada como uma alternativa para aferir a eficiéncia das diferentes estratégias.
Para isso foram realizados testes que avaliaram a dispersdo, a captura da enzima e a
estabilidade a partir das técnicas de espectroscopia de absorc¢do na regido do UV e visivel,
microscopia eletrénica de varredura por emissao de campo (MEV/FEG), espalhamento
dindmico de luz (DLS) e potencial zeta. Nanoparticulas de ouro de 40 e 80 nm foram
modificadas com solucbes de polietilenoglicol heterofuncional (HS-PEG-NH2 3500 e
7500 g/mol) submetidas a quatro diferentes estratégias de funcionalizacao (I e 11l com
HS-PEG-NH: 3500; Il e IV com HS-PEG-NH: 7500). Nas estratégias | e Il, as solu¢bes
poliméricas foram colocadas em contato com a solu¢édo de anticorpos anti-HRP, seguida
pela adi¢do das solucBes coloidais, enquanto que nas estratégias Il e 1V as solugdes
coloidais entraram primeiramente em contato com as soluc¢des poliméricas e em seguida
conjugadas aos anticorpos. Solugdes com concentracGes de 30, 50, 100 e 200 ng/mL de
HRP foram adicionadas as soluc¢des resultantes. Foi observado um rendimento e eficacia
superior das estratégias | e Il quando comparadas as estratégias Ill e IV, uma vez que as
primeiras apresentaram capacidade de captura de até 5 vezes quando estabilizadas durante
2 h e de até 6 vezes durante 12 h. A reducdo dos diametros médios das nanoparticulas
para essas estratégias foi evidente quando comparados aos medidos para as solucbes
padrdo. Além disso, o aumento dos valores de potencial zeta para 0s sistemas
anticorpo/PEG/nanoparticulas indica que houve a interacdo entre as solugbes contendo
anticorpo/PEG e as nanoparticulas. Em relacdo a estabilidade, mesmo com a reducéo na
capacidade de captura da enzima, a estratégia que se mostrou mais promissora quando
levados em consideracdo os fatores dispersdo das particulas, captura da HRP e
estabilidade durante os diferentes meses de ensaio, foi a estratégia Il para as
nanoparticulas de 40 e 80 nm. Ap0s testes iniciais com captura da HRP, procederam-se
experimentos utilizando kits de diagndstico virais (Bioclin Biolisa HCV e HIV) a fim de
verificar se haveria aumento de sensibilidade com a implementacdo das nanoparticulas.
A estratégia Il foi avaliada para nanoparticulas de 40 nm e os resultados demonstraram a
capacidade desta de detectar a presenca do antigeno em dilui¢cdes 1000 vezes inferiores a
resposta positiva apresentada pelo kit. Além disso, o kit de HIV foi capaz de intensificar
a respostas obtidas em aproximadamente 50%. A utilizacdo de nanoparticulas
funcionalizadas em testes de analise de captura e de imunodiagndstico para mostrou-se
uma excelente estratégia para o incremento de sensibilidade do sistema.

Palavras-chave: nanoparticulas de ouro, estrateégias de funcionalizagdo, polietilenoglicol
heterobifuncional, hepatite C, HIV.



ABSTRACT

Gold nanoparticle (AuNPs) functionality has been highlighted in several areas of
knowledge in recent decades, including diagnostics, where factors such as dispersion and
stability are directly related to the test performance, the study of different
functionalization strategies is essential. The stabilization of the nanoparticles can be
conducted through polymers adsorption in their surfaces, conferring the characteristics
and properties of nanoparticles. In this context, the objective of this work was to stabilize
and functionalize gold nanoparticles of different dimensions (20, 40 and 80 nm).
Adsorption Kkinetics and mathematical models allowed the determination of optimal
concentrations of the heterobifunctional polymer varieties employed. However, since the
preparation of the equation that predicted the nanoparticle behavior of 20 nm was not
possible, for the following steps this nanoparticle size was discarded. The enzyme
horseradish peroxidase (HRP) was used as an alternative to gauge the efficiency of the
different strategies. Initially the enzyme horseradish peroxidase (HRP) was employed as
an alternative to gauge the efficiency of different strategies. Tests that evaluated the
dispersion, the capture of the enzyme and the of the stability strategies by techniques as
spectroscopy in the UV and visible region, scanning electron microscopy (SEM),
dynamic light scattering (DLS) and zeta potential were conducted. 40 and 80 nm gold
nanoparticles were modified with heterofunctional polyethylene glycol solutions (HS-
PEG-NH2 3500 and 7500 g/mol) and subjected to four different functionalisation
strategies (I and Il with HS-PEG-NH: 3500, Il and IV with HS-PEG-NH2 7500). In
strategies | and 11, the polymeric solutions were placed in contact with the solution of
anti-HRP antibodies, followed by addition of the colloidal solutions. While in strategies
I11 and 1V, the colloidal solutions first come into contact with the polymer solutions and
then conjugated to the antibodies. Solutions with concentrations of 30, 50, 100 and 200
ng / ml HRP were added to the resulting solutions. A superior yield and efficacy of
strategies | and 11 were observed when compared to strategies 111 and IV, since the former
had a capture capacity of up to 5 times when stabilized for 2 h and up to 6 times for 12 h.
The reduction of the average diameter of the nanoparticles to these strategies was evident
when compared with those measured for the standard solutions. Furthermore, the increase
of the zeta potential values for the antibody/ PEG/ nanoparticle systems, indicates that a
interaction between the antibody/PEG solutions and the nanoparticles was established.
Regarding stability, even considering reduction in the enzyme capture capability, strategy
Il presented best dispersion of particles, capture of HRP and stability during different
months of the trial for both nanoparticles of 40 and 80 nm. After initial HRP capture,
experiments were performed using viral diagnostic kits (Bioclin Biolisa HCV and HIV)
to verify if there was gain in sensitivity with the implementation of the nanoparticles. The
strategy Il was evaluated for 40 nm nanoparticles and the results demonstrated the ability
to detect the presence of the antigen at 1000-fold lower than the positive response
presented by the kit. In addition, the HIV kit was able to intensify the responses obtained
in approximately 50%. The use of functionalized nanoparticles in capture and
immunodiagnostic analysis tests proved to be an excellent strategy for increasing the
sensitivity of the system

Keywords: gold nanoparticles, functionalization strategies, heterobifunctional
polyethylene glycol, hepatitis C, HIV.
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1 INTRODUCAO

O uso das nanoparticulas tem proporcionado o desenvolvimento de novos
métodos de diagnostico e tratamento, os quais ja vém sendo empregados, para uma
variedade de doengas na area da nanomedicina. As areas de biossensoriamento, de
producdo e armazenagem de energia e, principalmente da medicina, satde e diagnostico,
foram as mais impactadas pelo emprego das nanoparticulas de ouro (AuNPS) nos ultimos
10 anos.

Globalmente, cerca de 36,9 milhdes e 71 milhGes de pessoas viviam com AIDS
(HIV) e Hepatite C (HCV) no final de 2017, destas cerca de 2,3 milhdes possuiam ambas
as doencas. Ainda segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2019), aproxidamente 1,3
milhGes de mortes foram ocasionadas por ambas as doengas no mesmo periodo.

Uma vez que as estratégias de combate a ambas as doencas dependem de
medicagdes recém-desenvolvidas acopladas a métodos de diagndstico relativamente
caros gque exigem mao de obra e equipamentos especializados, uma das principais
aplicacdes das nanoparticulas de ouro estd em sua implementacdo em dispositivos
portéateis e de resposas rapidas para o diagndstico de ambas as doengas que acomentem
a populagdo mundial.

As propriedades Opticas Unicas das nanoparticulas de ouro como a ressonancia
plasménica de superficie localizada (LSPR), é responsavel por atribuir cores intensas as
suspensdes e, consequentemente, agregar sensibilidade aos dispositivos de diagnostico
rapido. Entertanto, ainda devido a esta propriedade, as nanoparticlas apresentarem
tendéncia natural de se agregar. Assim, a modificacdo da superficie, a partir do uso de
estabilizantes, € imprescindivel para manter a estabilidade e a funcionalidade das solucdes
coloidais.

Visando minimizar os efeitos de aglomeracdo das nanoparticulas de ouro,
diferentes estratégias de funcionalizagdo podem ser empregadas, sendo uma delas
conduzida através de compostos multifuncionais, ou seja, com grupamentos funcionais
em sua estrutura, como por exemplo, metilas, aminos, carboxilas, carbonilas, hidroxilas
e ainda sulfidrilas. As sulfidrilas, em particular, sdo alternativas bastante interessantes,
uma vez que as ligacdes do tipo sulfeto séo fortes e ocorrem de forma espontanea com o
ouro.

Geralmente, para a estabilizacdo das nanoparticulas de ouro sdo empregados 0s
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chamados alcanotidis, entretanto, variados agentes estabilizantes podem ser empregados,
destacando o citrato de sodio quando mantido em excesso na solugdo coloidal, o
polietilenoglicol (PEG), o tampao fosfato de sddio, o cloreto de sddio e a 4gua ultrapura.

O atrativo dessa abordagem é a possibilidade de controlar a estabilidade das
solucdes coloidais, conferindo as caracteristicas e propriedades dos compostos as
nanoparticulas modificadas. Além disso, alia-se a essa técnica o uso de anticorpos, 0s
quais agregam especificidade ao processo de modificacdo das superficies das
nanoparticulas de ouro.

O projeto de pesquisa em que esta dissertacdo estd inserida € intitulado
“Imunossensor magneto-elastico para diagndstico de Zika virus”. Trata-se de uma
cooperacdo entre a Secretaria de Salde do Estado do Rio Grande do Sul e institui¢fes
como a Universidade de Caxias do Sul e o Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas que visa
o0 desenvolvimento de um método de diagnostico alternativo capaz de detectar antigenos
do Zika virus e a presenca de imunoglobulinas no soro.

Frente ao exposto, no presente trabalho, propde-se avaliar variados
estabilizantes, capturar antigenos de interesse, como a enzima horseradish peroxidase, a
partir de diferentes estratégias de funcionalizacéo, bem como avaliar a estabilidade dessas
em funcdo do tempo de armazenamento. Além disso, propde-se a utilizacdo de
nanoparticulas funcionalizadas para aumentar a sensibilidade de captura antigénica em
testes comerciais baseados na deteccdo qualitativa de anticorpos para o virus da da AIDS

e da hepatite C.
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2 OBJETIVO GERAL

Estabilizar e funcionalizar nanoparticulas de ouro com diferentes tamanhos
(20, 40 e 80 nm), visando a captura da enzima horseradish peroxidase e antigenos virais de
hepatite C e AIDS para aumentar a sensibilidade de testes para diagnosticos virais por meio de

quatro estratégias de funcionalizacgéo distintas.

2.1 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

= Caracterizar as solucdes de nanoparticulas de ouro de 20, 40 e 80 nm através das
técnicas de espectroscopia de absor¢do molecular na regido do UV e visivel,
microscopia eletronica de varredura por emissao de campo, espalhamento dinamico

de luz e potencial zeta.

» Avaliar a estabilidade das solucdes de nanoparticulas de ouro estabilizadas com
polietilenoglicol amino terminal 5000 g/mol (1000 pg/mL) durante 12 h e mantidas
em meios dispersantes compostos por agua ultrapura, tampdo fosfato de sodio
(0,1 mol/L, pH 7,4), citrato de sodio (38,8 mmol/L) e cloreto de sédio (0,05 mmol/L)
durante os tempos de 0; 2,5; 5,5; 8,5; 12; 24 e 48 h de contato.

= Padronizar métodos colorimétricos e cromatograficos capazes de quantificar grupos
sulfidrilicos em solucdo, a fim de possibilitar a medicdo indireta das concentracdes de
polietilenoglicol heterobifuncional (HS-PEG-NH2 3500 g/mol e HS-PEG-NH2 7500
g/mol) adsorvidas pelas nanoparticulas.

= Desenvolver cinéticas das concentracfes adsorvidas de HS-PEG-NH; 3500 g/mol e
HS-PEG-NH, 7500 g/mol para as solugdes de 20, 40 e 80 nm nos tempos de 2 e 12 h

de estabilizagéo, atraves dos métodos colorimétricos e cromatograficos padronizados.

= Elaborar modelos matematicos, através das cinéticas observadas, que relacionem as
concentrages iniciais de HS-PEG-NH, 3500 g/mol e HS-PEG-NH: 7500 g/mol, as
concentracdes adsorvidas pelas nanoparticulas de ouro e a massa molar da cadeia de

polietilenoglicol heterobifuncional.
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= Estabilizar as solucGes de 20, 40 e 80 nm com as concentragdes 6timas de HS-PEG-
NH. 3500 g/mol e HS-PEG-NH2 7500 g/mol e caracteriza-las por meio das técnicas
de microscopia eletronica de varredura por emissdo de campo, microscopia eletronica

de transmissdo, espalhamento dinamico de luz e potencial zeta.

= Auvaliar a disperséo das particulas e a captura da enzima horseradish peroxidase para
as diferentes estratégias de funcionalizacdo através das técnicas de espectroscopia de
absorcéo molecular na regido do UV e visivel, cromatografia liquida de alta eficiéncia,
espalhamento dinamico de luz, potencial zeta e microscopia eletrénica de varredura

por emissao de campo.

= Auvaliar a eficiéncia das estratégias de funcionalizacdo através da comparacao entre as
concentracdes de enzima capturada durante 0, 2, 3 4 e 7 meses para a solucdo de
nanoparticulas de 40 nm e durante 0, 2, 3 e 6 meses para a solu¢cdo de nanoparticulas
de 80 nm.

= Auvaliar o desempenho da presenca de nanoparticulas de ouro funcionalizadas quanto
a sensibilidade na captura de antigenos virais presentes em kit comerciais de
diagnostico de hepatite C e HIV.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 NANOTECNOLOGIA E NANOMATERIAIS

A definicdo utilizada para descrever Nanotecnologia conceitua o conjunto de
tecnologias, técnicas e processos para a posterior preparacdo, caracterizacao,
manipulacdo de atomos ou moléculas para construir novos materiais em escala
nanométrica (10°m = 1 nm) (ALENCAR; BOCHNER; DIAS, 2013).

O estudo de materiais cujos tamanhos de particulas que o0s constituem
encontram-se na faixa de nandmetros tem sido apontado como uma das areas de grande
potencial para atender os Objetivos do Milénio das Organizacfes das Nacbes Unidas
(ONU), fator que vém contribuindo para o0 aumento de publicacGes sobre o tema. A Figura
1 apresenta o levantamento do ndmero de artigos na base de dados Web of Science

utilizando o termo Nanotechonology entre os anos de 1995 e 2018.
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Figura 1. Levantamento do nimero de artigos na base de dados Web of Science utilizando o
termo ‘Nanotechnology ’ no periodo entre 1995-2018

Uma vez que a nanotecnologia vem sendo empregada em diferentes areas,
Salamanca-Buentello et al. (2005) mapearam as principais aplicagdes e a forma com que
esta poderia vir a contribuir com os Objetivos de Desenvolvimento do Milénio propostos
pela ONU no ano 2000. Dentre os destacados encontram-se: a deteccdo de pestes e

vetores, o tratamento de aguas, o processamento de alimentos, a armazenagem e producao
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de energia e 0 mapeamento e diagndéstico de doencas, sendo este ultimo, o segundo setor
mais impactado pela Nanotecnologia no Brasil, ficando atrds apenas do setor de materiais
eletronicos e de comunicacdo (ABDI, 2010).

3.2 NANOTECNOLOGIA PARA FINS DIAGNOSTICOS

A aplicacdo da Nanotecnologia aos cuidados de saude - também conhecida como
Nanomedicina - requer a intersec¢do de diversificadas areas do conhecimento, incluindo
Biologia, Quimica, Fisica, Engenharia, Ciéncia dos Materiais e Medicina Clinica. Esse
campo esta atualmente em fase de desenvolvimento, mas ja oferece potenciais aplicacdes
em produtos farmacéuticos, sistemas de imagem e diagndstico, tratamento de cancer,
materiais implantaveis, regeneracdo de tecidos e até mesmo em plataformas
multifuncionais combinando vérios desses modos de a¢do (FAROKHZAD; LANGER,
2006; BOISSEAU; LOUBATON, 2011; ETHERIDGE et al., 2013).

Embora ja se empregue a Nanomedicina para diagnostico, monitorizagédo e
tratamento de patologias como sifilis e hepatite, além do direcionamento de drogas (drug
delivery) e a miniaturizacdo de sistemas de entrega de farmacos, no futuro espera-se que
a sua utilizacdo seja destinada a todas as vertentes dos cuidados de salde, possibilitando
0 aumento da qualidade de vida da populacdo (FAROKHZAD; LANGER, 2006;
BOISSEAU; LOUBATON, 2011; SILVA, 2014; SVENSON, 2014).

Além disso, a partir do seu uso, visa-se a obtencao de diagnosticos mais eficazes,
a reducdo das doses terapéuticas, uma maior seguranca e sobrevida em cirurgias
complexas, além de contribuir para o desenvolvimento de nanomedicamentos e
dispositivos de diagnosticos com altissima precisdo e sem efeitos invasivos ao corpo
humano (BOISSEAU; LOUBATON, 2011).

Caracteristicas como a biodegradabilidade, a biocompatibilidade, a capacidade
de funcionalizacdo superficial, a conjugacdo, complexacdo e o encapsulamento sé&o
essenciais para a selecdio e a obtencdo das formulagdes empregadas nos
nanomedicamentos (DIMER et al., 2013).

Além disso, estes podem ser encapsulados através de diferentes mecanismos,
como, por exemplo, solubilizag&o ou retencdo na nanoparticula, conjugacao ou adsorcao.
Em uma situacdo ideal as nanoparticulas - atuando como nanocarreadores - Sdo capazes

de transportar o farmaco para o local especifico de destino para exercer a sua atividade
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terapéutica com 0 maximo de seguranca.

Os principais nanocarreadores aplicados em nanomedicamentos S0 0s
lipossomas, as nanoparticulas lipidicas, as micelas e as nanoparticulas poliméricas.
(ETHERIDGE et al., 2013). Alguns dos nanomedicamentos aprovados para
comercializacdo, a partir de 2002, nos Estados Unidos pelo FDA (Food and Drug

Administration) séo apresentados na Tabela 1.

3.2.1 Dispositivos de diagnostico: dispositivos de fluxo lateral

Os dispositivos de fluxo lateral ou lateral flow devices (LFA) sdo equipamentos
portateis capazes de transferir fluidos biol6gicos como sangue ou soro atraves de sua acdo
capilar, sem requerer uma fonte de alimentacdo externa. Dentre suas principais vantagens
estdo o facil manuseio, o tempo de resposta rapido, o baixo custo, a especificidade
aceitavel e a vida util prolongada, sem a necessidade de refrigeracdo. Um estudo de 2010
revelou que os LFASs representavam 50% e 40% do mercado global de testes rapidos nos
Estados Unidos e na Europa, respetivamente (O’FARRELL, 2013; RIVAS et al., 2014).

Apesar dos LFAs fornecerem resultados confiaveis com sensibilidade aceitavel,
a falta de robustez e reprodutibilidade séo as principais desvantagens destes dispositivos.
A incorporacdo de nanoparticulas, em especial as de ouro, agregam sensibilidade ao
sistema. Outra alternativa para acrescentar robustez ao sistema € a utilizacdo de substratos
flexiveis, como algoddo, uma vez que este é de facil manuseio e requer uma quantidade
menor de amostra (HU et al., 2013; SUN; XIANYU; JIANG, 2014).

O imunoensaio de fluxo lateral mais famoso € o teste de gravidez; no entanto, ja
existem testes rapidos para sifilis, HIV, giardia, dengue, hepatite, entre outros. Entretanto,
varias areas do mercado tém interesse em adquirir este modelo de teste, dentre elas:
ambiental, veterinaria e a de saude, visando principalmente o diagnéstico de doencas
(WONG,; TSE, 2009).
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Tabela 1. Nanomedicamentos aprovados pela Food and Drug Administration (FDA), a partir de 2002, para comercializacdo (adaptado de DIMER et al., 2013 e ETHERIDGE

etal., 2013).
Tipo de nanoestrutura Nome Comercial Farmaco Via de Empresa Indicacao
administracao
Conjugado farmaco-albumina | Abraxane/Taxol Paclitaxel V. Abraxis, BioScience Céancer de mama
e Astrazeneca
Conjugado farmaco-proteina Somavert Pegvisomanto s.C. Nektar e Pfizer Acromegalia
Conjugado proteina-polimero Pegasys Peginterferon alfa- s.C. Nektar e Hoffmann- Hepatite Be C
2% recombinante La Roche
Conjugado proteina-polimero Pegasys Peginterferon alfa- s.C. Nektar e Hoffmann- Hepatite Be C
2% recombinante La Roche
Conjugado proteina-polimero Neeulasta Pegfilgrastin s.C. Amgen Neutropenia
Lipossomas Visudyne Verteporfin V. QLT e Novartis Degeneracdo macular senil
Nanocristal Ritalin LA Metilfenidato Oral Novartis Estimulante do Sistema
Nervoso Central
Nanocristal Triglide Fenofibrato Oral SkyePharma e First Desordens lipidicas
Horizon (colesterol e triglicerideos)
Nanocristal Triglide Fenofibrato Oral SkyePharma e First Desordens lipidicas
Horizon (colesterol e triglicerideos)
Nanoparticula de fosfato Elestrin Estradiol Transdérmica BioSanté Sintomas da menopausa
Nanoparticulas magnéticas Ferumoxytol Suplemente de i.v. Amag Pharmaceutics Anemia
Ferro
Nanoparticula polimérica Cimzia Certolizumabe i.m. Enzon Artrite reumatdide e doenga
pegol de Crohn
Microemulséo Durezol Difluprednate Tépico Sirion Therapeutics | Anti-inflamatorio oftdlmico

Onde: i.v: via intravenosa; s.c: via subcutanea; i.m: via intramuscular.
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O principio de funcionamento dos LFAs baseia-se na interacdo entre o antigeno de
interesse e o biorreceptor imobilizado a superficie. Inicialmente, a amostra contendo o antigeno
migra por capilaridade para a regido onde o primeiro elemento de reconhecimento (anticorpo)
estd conjugado as nanoparticulas de ouro. Na sequéncia, 0 complexo resultante migra para a
regido de teste através de uma membrana de nitrocelulose hidrofobica ou acetato de celulose.
Nesta etapa ocorre a imobilizacdo do complexo, devido a presenca de um segundo elemento de
reconhecimento presente na regido de teste. Ja na area tida como controle, o segundo elemento
de reconhecimento é responsavel por imobilizar o primeiro e ndo o complexo de interesse,
possibilitando o diagndstico. Uma representacdo do principio de funcionamento destes
dispositivos pode ser observada na Figura 2 (RIVAS et al., 2014; SUN; XIANYU; JIANG,
2014; CORDEIRO et al., 2016).

Anticorpos conjugados
com nanoparticulas (ouro)
Amostra

Anticorpos  Anticorpos
(linha de teste) , (controle)

v

Membrana de
nitrocelulose

Fluxo Capilar

Figura 2. Representacdo esquematica do principio de funcionamento de um dispositivo de fluxo lateral (adaptado
de CORDEIRO et al., 2016)

Estes dispositivos podem apresentar dois tipos de respostas baseados no procedimento
de deteccdo do antigeno: a detec¢do indireta e a deteccdo direta. Na forma de deteccdo direta,
0 resultado positivo resulta em duas linhas coloridas (a teste e a controle), enquanto que na
forma indireta, o resultado positivo resulta em apenas uma linha (o controle), pois a presenca
do antigeno na amostra ocupa 0s sitios presentes na linha de teste, impedindo que o conjugado

se ligue como exemplificado na Figura 3 A e B.
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Figura 3. Esquema comparativo de testes de fluxo lateral. (a) Teste com deteccdo direta e (b) teste com detecgdo
indireta (adaptado de WONG; TSE, 2009).

3.2.2 Dispositivos de diagnostico: biossensores

Um biossensor é um dispositivo que integra um elemento de reconhecimento
biolégico, como enzimas, anticorpos, DNA ou micro-organismos, com um transdutor de sinal
(TURNER et al.,1989; NAKAMURA; KARUBE, 2003; WANEKAYA; CHEN;
MULCHANDANI, 2008; BOISSEAU; LOUBATON, 2011).

Dentre as principais vantagens do uso deste tipo de dispositivo estdo a facilidade de
uso, a portabilidade, o fornecimento de respostas rapidas e especificas, além da alta
sensibilidade. Frente a essas caracteristicas, sdo utilizados em aplicacfes de monitoramento
ambiental, detec¢do de micro-organismos na inddstria alimenticia, e em &reas clinicas e de
diagnosticos (WANEKAYA; CHEN; MULCHANDANI, 2008; LAWAL; ADELOJU, 2012).

Apesar do interesse no assunto de biossensores e de uma grande variedade de
dispositivos ter sido desenvolvida nas ultimas trés décadas, ainda existe a necessidade de
desenvolvimento de uma tecnologia com a capacidade de identificar de maneira rapida e precisa
uma ampla quantidade de contaminantes, uma vez que o diagndstico e deteccdo destes é um
problema mundial. Pesquisadores da Universidade de Caxias do Sul (UCS) ja vem trabalhando

com a deteccéo de bactérias, leveduras e, mais recentemente, virus, em especial o virus da Zika
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(ZKV) (POSSAN., 2015; BELTRAMI, 2016; MENTI, 2016; POZZA, 2016). Dessa forma,
destaca-se no topico seguinte os biossensores magnetoelasticos, tipo de biossensor empregado

no projeto de pesquisa em que esta dissertacdo esta inserida.

3.2.2.1 Biossensores magnetoelasticos

Os biossensores magnetoelésticos sao comumente encontrados em supermercados na
forma de marcadores antifurto, podendo ser empregados também para a quantificacdo de
agentes como glicose, endotoxinas e micro-organismos, quando o0s dispositivos sdo
modificados com finas camadas quimicamente sensiveis, como cistamina (GRIMES et al,
2011; POSSAN et al., 2016; MENTI et al., 2016, MENTI et al., 2017).

O principio de funcionamento destes é baseado no efeito magnetostrictivo e
magnetoelastico do material amorfo. A excitagdo de ondas longitudinais no sensor é promovida
pela aplicacdo de um campo magnético externo oscilante, proveniente de uma bobina de
excitacdo. A frequéncia de resposta emitida pelo sensor é captada e mensurada por meio de uma
bobina de captagéo (pick-up coil) conectada a um analisador de rede, equipamento no qual o
sinal é captado e ilustrado na forma de picos de ressonancia (GRIMES et al., 2002; SHEN et
al., 2009).

Ja o principio de deteccdo destes dispositivos esta relacionado com um carregamento
de massa aplicado sobre a superficie destes. Essa sobreposicao dificulta a formacdo de ondas
oscilantes no sensor e, consequentemente, promove a reducdo da frequéncia de ressonancia
caracteristica do sensor, possibilitando a quantificacdo do agente de interesse (GRIMES et al.,
2002).

Entretanto, ao utilizar estes biossensores em aplicacbes que visam a deteccdo de
macromoléculas como toxinas e proteinas ou organismos como bactérias e virus, 0s quais
podem vir a pesar entre alguns milhares de Dalton (1 Da = 1,66 - 10 g) até 102 g no caso de
virus e bactérias, ha a necessidade de implementar amplificadores de massa ao sistema. Dentre
0s comumente empregados destaca-se 0 uso das nanoparticulas de ouro. Uma representacao
esquematica do principio de deteccdo deste tipo de biossensor, antes e ap0s 0 carregamento de
massa, juntamente com o uso de amplificadores de massa, pode ser observado na Figura 4. E
possivel observar que a frequéncia de ressonancia do sensor diminui com o incremento de

massa, uma vez que ¢ adicionado nanoparticulas ao sistema.
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Figura 4. Representacdo esquematica do principio de deteccdo dos biossensores magnetoelasticos antes e apds o
carregamento de massa a partir do uso de amplificadores de massa (adaptado de KOSAKA, 2014)

Uma representacdo esquematica dos mecanismos de interagdo entre nanoparticulas e
0 imunossensor funcionalizado com antigenos e anticorpos em contato com a amostra esta
apresentada na Figura 5 A, enquanto o dispositivo prototipado, na Figura 5 B. As nanoparticulas
sdo adsorvidas ao entrar em contato com os anticorpos e antigenos, amplificando o sistema e
transferindo massa ao sensor para que na leitura final seja possivel o deslocamento de
frequéncia de ressonancia apds contato com o analito. O grupo também esta desenvolvendo um
sistema de leitura multiparamétrica, em que um dispositivo prototipado seja adaptado ao leitor
final, a fim de promover a leitura de biossensores em série.

O dispositivo proposto pelo projeto em que esta dissertacdo esta inserida, intitulado
“Imunossensor magneto-elastico para diagnodstico de Zika virus”, baseia-se no uso de um
biossensor magnetoelastico associado a nanoparticulas para a amplificacdo do sinal emitido
pelo sensor. Este projeto trata-se de uma cooperacao entre a Secretaria de Saude do Estado do
Rio Grande do Sul e instituicdes como a Universidade de Caxias do Sul e o Centro Brasileiro
de Pesquisas Fisicas que visa 0 desenvolvimento de um método de diagnostico alternativo capaz

de detectar antigenos do Zika virus e a presenca de imunoglobulinas no soro.
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Figura 5. Representacdo esquematica (A) do mecanismo de interacdo entre nanoparticulas e imunossensor
funcionalizado, (B) do dispositivo prototipado com sensores funcionalizados com anticorpos Anti-ZikaV proteina
SN1 e AntiZikaV proteina do envelope viral.

3.3 NANOPARTICULAS

A aplicabilidade de nanoparticulas de metais nobres tem crescido exponencialmente
desde o inicio do século XXI. Esse fator esta relacionado com as propriedades Opticas e fisicas,
as quais sao derivadas de uma grande variedade de atributos, como, por exemplo, a similaridade
entre o tamanho das nanoparticulas e biomoléculas, como proteinas e acidos polinucleicos (DE;
GHOSH; ROTELLO, 2008; POLTE et al., 2010, BURTT; SENANAYAKE, 2016).

Dentre as principais desvantagens do uso das nanoparticulas esta o fato destas serem
termodinamicamente instaveis, principalmente devido a sua alta superficie de contato, e por
isso tém tendéncia natural de crescer e se agregar (TURKEVICH; STEVENSON; HILLIER,
1951). O fenbmeno de agregacgdo pode ocorrer tanto na etapa de sintese quanto posteriormente,
fazendo com que a escolha do estabilizante e do meio em que as nanoparticulas estardo
dispersas sejam fatores essenciais para manter a estabilidade e funcionalidade das solucdes
coloidais (TOMA et al., 2010; WANG et al., 2014).
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As nanoparticulas podem ser produzidas a partir de uma ampla gama de materiais
metalicos ou semicondutores, 0s quais Sa0 responsaveis por agregar caracteristicas como a
fluorescéncia e 0 comportamento magnético ao sistema. Os principais materiais destacados na
literatura, assim como suas caracteristicas estdo apresentadas na Tabela 2 (DE; GHOSH;
ROTELLO, 2008).

Tabela 2. Caracteristicas e aplicacbes de diferentes metais e materiais semicondutores empregados em
nanoparticulas (adaptado de DE; GHOSH; ROTELLO, 2008)

Principais materiais Caracteristicas
Au Absorcéo optica e supresséo

Aplicacdes
Reconhecimento biomolecular,

(Quro) de fluorescéncia, estabilidade entrega, sensoriamento
Ag Fluorescéncia, superficie Sensoriamento, deteccdo de
(Prata) eficiente proteinas e antigenos
Pt Propriedade catalitica Bio-catalisador, sensoriamento
(Platina)
CdSe Luminescéncia, Estudo por imagens,
(Seleneto de cadmio) fotoestabilidade sensoriamento
Fe20s Propriedade magnética Imagens de ressonancia
(Oxido de ferro 1) magnética, purificagdo de
biomoléculas
SiO, Biocompatibilidade Biocompativel para

(Oxido de silicio) revestimento de superficies

Um exemplo de nanoparticulas com grande impacto clinico sdo as nanoparticulas de

ouro, devido as suas propriedades caracteristicas, além de deterem acdo antimicrobiana.

3.3.1 Nanoparticulas de ouro

As AuNPs, através da modificacdo da sua superficie, podem ser empregadas para a
captura de moléculas como a adenosina (ZHENG et al., 2013), biomarcadores como o antigeno
prostatico especifico (PSA) (ULUDAG; TOTHILL, 2012; KOSAKA et al., 2014), toxinas
como a aflatoxina B1 (AFB1) (CHAUHAN et al., 2016), macromoléculas como a proteina C-
reativa (DING et al., 2014), microorganismos como bactérias (SHEN et al., 2011; ULUDAG,;
TOTHILL, 2012; SALAM et al., 2013) e virus (LY; PARK; PARK, 2016; ZHENG et al.,
2017).

Além disso, estas nanoestruturas possuem funcfes em diversas patologias, como na
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malaria, na SIDA e em neoplasias. Por exemplo, sua utilidade em oncologia, encontra-se
relacionada com a capacidade de transporte de farmacos anticancerigenos altamente tdxicos
apos a modificacdo da superficie (NAZIR et al., 2014).

A Figura 6 apresenta o levantamento do nimero de artigos na base de dados Web of
Science utilizando o termo “gold nanoparticles ” entre os anos de 1994 e 2018. Dentre os fatores
que vém contribuindo para um aumento substancial de publicacBes neste tema esté o fato destas
apresentarem caracteristicas como nucleos inertes, excelente biocompatibilidade e superficies
versateis, além do interesse em suas propriedades opticas (GHOSH et al., 2008, GUO et al.,
2012).
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Figura 6. Levantamento do nimero de artigos na base de dados Web of Science utilizando o termo “gold
nanoparticles”

Uma propriedade Optica muito importante das AuNPs € a ressonancia plasmonica de
superficie localizada (LSPR). Esse efeito pode ser definido como sendo a oscilacdo dos elétrons
entre orbitais vazios em resposta a uma onda eletromagnética incidente. Esta oscilacdo coletiva
gera uma polarizagdo nas nanoparticulas, induzindo a formacdo de momentos dipolares no
interior destas, assim como € possivel observar na Figura 7 (UECHI; YAMADA, 2010; TOMA
et al., 2010; CORDEIRO et al., 2016).
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Figura 7. Representacdo esquematica da formacdo dos momentos dipolares em nanoparticulas de ouro
(CORDEIRO et al., 2016)

Esta propriedade ¢é altamente dependente do tamanho, forma, composicéao, distancia
entre particulas e arredores dielétricos. Este fenbmeno € responsavel por atribuir cores distintas
as suspensdes coloidais de nanoparticulas de ouro, as quais podem variar entre tons azulados,
avermelhados e alaranjados (GHOSH et al., 2008, GUO et al., 2012; UECHI; YAMADA,
2010; TOMA et al., 2010). Visando o aprimoramento desta caracteristica, diferentes rotas de
sintese, meios para a dispersdo das particulas e estratégias de funcionalizacdo podem vir a ser
empregadas (TURKEVICH; STEVENSON; HILLIER, 1951; HERIZCHI et al., 2014).

O processo de sintese das nanoparticulas é realizado através da reducdo quimica de
um sal de ouro, geralmente o acido tetracloroaurico trihidratado (HAuCls.3H20), na presenca
de agentes redutores como o borohidreto de sodio, o acido ascérbico e o citrato de sédio, os
quais se ligam a superficie das particulas proporcionando estabilidade, reatividade e
propriedades especificas de carga. O citrato de sodio, por exemplo, € utilizado desde 1951 pela
capacidade de produzir nanoparticulas monodispersas com tamanhos que variam entre 1 e 150
nm (TURKEVICH; STEVENSON; HILLIER, 1951; GHOSH et al., 2008; ZHENG et al.,
2013; CARNOVALE et al., 2016).

Embora a reducdo quimica de ions metélicos seja 0 método mais difundido para a
sintese de nanoparticulas metalicas, muitos desses agentes redutores sdo tdxicos, de alto custo
e, ainda, seus residuos podem ser incorporados a nanoestrutura, dificultando a caracterizacéo e
limitando suas aplicagdes (ISAEVA, 2013). Além do mais, o controle das variaveis do processo
- como pH e temperatura - é considerado critico para a obtencdo de uma dispersdao homogénea
de tamanho de particula (GHOSH et al., 2008; GUO et al., 2012; CARNOVALE et al., 2016).

O controle e a distribuicdo dos tamanhos de nanoparticulas de ouro vém sendo

estudados desde 1973, quando Frens adaptou 0 método desenvolvido por Turkevich em 1951 e
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concluiu que estes parametros estdo diretamente relacionados com a quantidade de citrato de
sodio adicionada a mistura. De acordo com o autor, quanto menor a concentragdo de citrato de
sodio, maior é o didmetro de particula produzida e consequentemente maior o nimero de
aglomerados.

Porém, em relacdo aos didmetros de particula, € relatado na literatura que testes, que
visam a captura de antigenos especificos em &reas como biossensoriamento, quando conduzidos
com nanoparticulas de didmetros entre 10 e 30 nm apresentam resultados melhores e mais
reprodutiveis que os conduzidos com nanoparticulas maiores. Isto pode ser explicado, uma vez
que nanoparticulas menores sdo mais estaveis e, consequentemente, apresentam menor
tendéncia a aglomeracdo (TURKEVICH; STEVENSON; HILLIER, 1951; FRENS, 1973;
KUMAR; GANDHI; KUMAR, 2007; HERMANSON, 2013; LY; PARK; PARK, 2016;
CARNOVALE et al., 2016).

A estabilidade das solucGes coloidais de AuNPs depende da interagdo destas com o
meio em que estdo inseridas. Basicamente, existem dois mecanismos de estabilizagdo: a
estabilizacdo eletrostatica, ou seja, a partir de interagdes ibnicas (Figura 8-A), na qual as
nanoparticulas se repelem devido a presenca de moléculas carregadas na superficie; e a
estabilizacdo estérica, ou seja, a partir de interacdes covalentes (Figura 8-B). Nesta Ultima
ocorre a adsor¢do de aditivos poliméricos ao redor das nanoparticulas, devido ao
compartilhamento de elétrons presentes nas camadas de valéncia. Desse modo, as cadeias
longas impedem a aproximacdo de outras AuNPs e, consequentemente, minimizam a
aglomeracdo (HANG et al., 2009; MASEREEL et al, 2010).

Estabhilizacio eletrostatica Estabilizacio estérica

oe N

Figura 8. Representacdo esquematica da estabilizacdo de particulas pelo efeito (a) elestrostatico e (b) estérico.
(adaptado de MARANGONI, 2012).

As interacdes covalentes fornecem algumas vantagens quando comparadas as interagoes
ibnicas, aumentando, por exemplo, a estabilidade dos bioconjugados, ou seja, das AuNPs
modificadas (HANG et al., 2009; MASEREEL et al, 2010).
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Visando minimizar a tendéncia a aglomeracdo das nanoparticulas, a modificacdo da
superficie destas a partir do uso de surfactantes é imprescindivel, com o uso de polieletrolitos
ou ligantes e estratégias de funcionalizacdo como a formacdo das monocamadas auto-
organizaveis (DONG & LI, 1997; FREIRE; PESSOA; KUBOTA, 2003; LOVE et al., 2005;
MENDES, 2006).

3.4 ESTRATEGIA DE FUNCIONALIZAQAO DAS NANOPARTICULAS DE OURO:
MONOCAMADAS AUTO-ORGANIZAVEIS

O estudo e o uso das monocamadas auto-organizaveis, do inglés “self-assembled
monolayer” (SAM), tem crescido com o passar dos anos, uma vez que estas podem vir a ser
empregadas para a modificagdo de superficies metalicas como prata, paladio e ouro, e também
para a imobilizacdo de materiais biologicos em dispositivos de biossensoriamento (DONG &
LI, 1997; FREIRE; PESSOA; KUBOTA, 2003; MENDES, 2006; MENT], 2016).

Dentre as principais vantagens desta técnica estdo a versatilidade, a possibilidade de
desenvolver superficies com propriedades e funcGes especificas, além de produzir diferentes
estruturas de forma altamente ordenada (DONG & LI, 1997; FREIRE; PESSOA; KUBOTA,
2003; LOVE et al., 2005; MENDES, 2006; PENGO et al., 2017).

A formacdo das camadas auto-organizaveis é dividida em duas etapas, seguindo o
modelo de Langmuir, no qual ha inicialmente uma fase de aumento répido na espessura da
camada - entre 80 e 90% - seguida por uma fase lenta. Esta Gltima tem como principal objetivo
assegurar a qualidade da SAM através da compactacdo das moléculas e reducdo de possiveis
defeitos na monocamada (MENDES, 2006; CANCINO, 2008). Uma representacdo
esquematica da cinética de formacdo das monocamadas ao longo do tempo pode ser observada

na Figura 9.
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Figura 9. Representacdo esquematica da cinética de formacdo das monocamadas auto-organizaveis (SAM): (a)
etapa inicial caracterizada pela rapida adsorcao e crescimento da espessura do filme, seguida por um processo
lento (b) de adsorcdo e organizacdo, até a formacdo final (c) da monocamada auto organizavel (adaptado de
CANCINO, 2008).



33

A qualidade das SAMs é diretamente afetada por fatores como rugosidade do
substrato, tempo de contato com a superficie, concentragdo do solvente e temperatura do meio.
Além disso, a topografia da SAM reproduz fielmente a superficie do substrato e,
consequentemente, seus defeitos superficiais. Um dos principais tipos de defeitos encontrados
em superficies de ouro é a vacancia monoatdmica, ou seja, a superficie apresenta
irregularidades como a redugdo de atomos de ouro, afetando diretamente a formacédo, a
organizacdo e a eficiéncia da SAM (LOVE et al., 2005; MENDES, 2006).

Geralmente, para a funcionalizacdo de superficies de ouro sdo empregados 0s
chamados alcanotiois pela estabilidade quimica e fécil formagdo das monocamadas auto-
organizaveis. Entretanto, variados agentes estabilizantes podem ser empregados, destacando o
citrato de sédio quando mantido em excesso na solucdo coloidal, o brometo de cetriménio
(CTAB), o polietilenoglicol (PEG), assilica, entre outros (FREIRE; PESSOA; KUBOTA, 2003;
LOVE et al., 2005; ARYA et al., 2006; SHEN et al., 2011; GUO et al., 2012; OH et al., 2013;
ZHENG et al., 2013; CARNOVALE et al., 2016). Uma breve comparacdo entre tais

estabilizantes é apresentada na Tabela 3.

Tabela 3. Comparacdo entre diferentes agentes estabilizantes relatados na literatura (adaptado de
https://nanohybrids.net/pages/what-is-the-difference-between-citrate-ctab-peg-silica-coatings. Acessado em abr.
2018.)

Citrato de sodio CTAB PEG Silica
Forca da ligacéo a Fraca Moderada Muito forte Muito forte
superficie
Habilidade de Muito facil Facil Dificil Moderada

modificar a superficie

Fator de estabilizacdo

Estabilizacdo

Estabilizagéo

Estabilizagéo

Estabilizacéo

eletrostatica eletrostatica estérica eletrostatica
Citotoxidade Nao Sim Nao Nao
Estabilidade ao calor Boa Excelente Baixa Boa
Estabilidade em PBS Instavel Instavel Estavel Moderado

A estabilizacdo das AuNPs também pode ser conduzida através de polimeros

multifuncionais, ou seja, polimeros com variados grupamentos funcionais em sua estrutura,
como por exemplo, metilas, aminos, carboxilas, carbonilas, hidroxilas e ainda sulfidrilas, uma
vez que esse ultimo se liga fortemente e de forma esponténea ao ouro, devido a forte interagdo
entre os &tomos de ouro e o enxofre.

O atomo de ouro apresenta em sua configuracao eletrénica o subnivel 5d completo e
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apenas um elétron no subnivel 6s. Os demais orbitais presentes estdo submetidos a influéncia
elétrica do subnivel fechado d. Portanto, a interacdo em nivel de ligacdo entre o enxofre e as
AUNPs podem ser entendidas como uma disponibilidade de carga e compatibilidade entre os
subniveis desses atomos. O atrativo desta abordagem é a possibilidade de controlar a
estabilidade das solugdes coloidais explorando as propriedades de carga dos complexos
metalicos, enquanto estes polimeros conferem suas caracteristicas e propriedades as
nanoparticulas modificadas (TOMA et al., 2010; ISAEVA; KIRYUKHINA; GORBUNOVA,
2013).

A partir da andlise das caracteristicas apresentadas na Tabela 3, destaca-se o uso do PEG
com diferentes grupamentos funcionais e massas molares, uma vez que este ndo apresenta a
habilidade de modificar a superficie, com que estd em contato, ndo apresenta citotoxidade e
ainda mantém a estabilidade em PBS. Além das caracteristicas ja mencionadas, 0 PEG € um
polimero solivel em &gua, comumente empregado como espacador em estratégias de

modificacdo de superficies.

3.4.1 Polietilenoglicol heterobifuncional

O PEG exibe imunogenicidade e ndo apresenta antigenicidade, ou seja, ndo prejudica
proteinas ou células ativas, mesmo quando interagindo diretamente com elas. Ainda é destacado
por aumentar a solubilidade de grandes moléculas, independentemente do seu tamanho e
prevenir casos de aglomeracdo quando empregado como surfactante em solucbes de
nanoparticulas (ALCANTAR; AYDIL; ISRAELACHVILI, 2000; GHOSH et al., 2008; SHEN
et al., 2011; GUO et al., 2012; OH et al., 2013; ZHENG et al., 2013; CARNOVALE et al.,
2016).

Uma representacdo esquematica de uma nanoparticula funcionalizada com PEG
heterobifuncional pode ser visualizada na Figura 10. E possivel observar a interface Au-SR, e
também a interface organica da cadeia polimérica juntamente com o seu grupamento funcional
terminal, o qual é capaz de interagir com 0s compostos de interesse, como por exemplo,
espeécies presentes em meios contaminantes (LOVE et al., 2005, CANCINO, 2008). Entretanto,
para gque esta interacdo ocorra de forma uniforme e eficaz, fatores como o tamanho da cadeia
polimérica e, consequentemente, a conformacdo desta, 0 meio em que as solucGes coloidais

serdo funcionalizadas e a concentrac@o de polimero empregada, devem ser avaliados.
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Grupo terminal

Interface organica:

- atua como barreira fisica
- altera a condutividade
cletrénica

|:> | Cadcia carbonica l-—>

Grupo ligante

Interface metal-enxofire

Figura 10. Representagdo esquematica da monocamada auto-organizavel de polietilenoglicol sobre a superficie
da nanoparticula de ouro (adaptado de CANCINO, 2008)

Rahme et al. (2013) avaliaram a influéncia do uso de polietilenoglicois tiolados com
diferentes massas molares (entre 2100 e 51.000 g/mol) e, consequentemente, tamanho de cadeia
polimérica sobre o diametro, estabilidade, nimero e conformacdo dos ligantes poliméricos
sobre a superficie de AuNPs de 15 nm sintetizadas em laboratério. Os autores relataram que o
didmetro das particulas aumentou proporcionalmente com o tamanho da cadeia polimérica.
Além disso, observaram através de andlise termogravimétrica (TGA) que o numero de ligantes
decai de forma néo linear em funcdo do aumento das cadeias poliméricas do PEG, devido ao
aumento da entropia conformacional destas. Este efeito foi observado a partir do uso de
polimeros com massas molares superiores a 10.000 g/mol e pode ser visto na Figura 11.
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Figura 11. Relacdo entre o nimero de ligantes estimado através de andlise termogravimétrica (TGA) em fungéo
da massa molar do polietilenoglicol (adaptado de RAHME et al., 2013).
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As conformaces dos polimeros de diferentes massas molares relatadas por Rahme et
al. (2013) podem ser divididas em duas classificagdes: escova para 0s polimeros de baixa massa
molar e cogumelo para os de massa molar elevada. Na primeira, pelo fato do numero de ligantes
ser elevado, estes se alinham de forma semelhantes a cerdas longas e finas, elevando a
possibilidade de captura de compostos de interesse e também aumentando o recobrimento da
superficie das nanoparticulas. No segundo tipo de conformacéo, por outro lado, devido a alta
entropia conformacional, as cadeias polimeéricas ocupam aproximadamente uma semiesfera,
diminuindo exponencialmente o nimero de ligantes e, consequentemente, afetando a captura
dos compostos de interesse. Ambas as conformacfes podem ser observadas na Figura 12
(JOKERST et al., 2011).

Figura 12. Conformagfes das cadeias de polietilenoglicol na superficie das nanoparticulas de ouro nas
configuraces de (A) escova e (B) cogumelo (adaptado de JOKERST et al., 2011).

Embora se saiba que a funcionalizacdo de AuNPs com PEG aumenta sua estabilidade,
a influéncia de variados meios sobre esse fator ainda vém sendo estudada. Na literatura é
possivel observar o uso de meios como agua ultrapura, solugdes tamponadas em diferentes pH,
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) e até solventes organicos, como o diclorometano
(DCM) (MANSON; KUMAR; MEENAN, 2011; WANG et al., 2014).

Em relacdo a concentracao de PEG tiolado, esta ainda vém sendo estudado por muitos
autores. Sendo assim, € possivel encontrar na literatura uma extensa faixa de concentracoes
empregadas, podendo variar entre 0,024 mg/mL (PAROLO et al., 2013) e 15 mg/mL (LING;
JIANG; ZHANG, 2013) dependendo do didmetro e concentracéo da solucdo coloidal de ouro.

Uma vez que foram utilizados neste trabalho 3 didmetros distintos de nanoparticulas
(20, 40 e 80 nm), inicialmente foi necessario empregar métodos indiretos para a obtencao da

concentracdo ideal e da cinética de adsorcdo de PEG heterobifuncional para cada uma das
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solucBes coloidais de nanoparticulas de ouro.
O principio das técnicas estudadas foi a quantificacdo de grupos sulfidrilicos
remanescentes nas solucdes, apds a etapa de funcionalizagdo. Dentre as metodologias estudadas

destacam-se as com principios colorimétricos e cromatograficos.

3.4.1.1 Avaliacdo da adsorcdo de grupos sulfidrilicos pelas nanoparticulas de ouro: método
colorimétrico

Em 1961, Ellman e colaboradores introduziram o 4&cido 5,5'-ditio-bis-(2-
nitrobenzoico), também conhecido como DTNB, como um composto soltvel em &gua versatil
para quantificar grupos sulfidrilicos livres em solucéo (-SH). O principio desta reagdo esta no
fato do DTNB, quando reduzido pelas sulfidrilas em solugdo, produzir um produto de cor
amarela, o acido 2-nitro-5-tiobenzoico (TNB?). A reacdo de reducdo do DTNB com grupos

sulfidrilicos pode ser observada na Figura 13.
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0 TNB?
acido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) grupo sulfidrilico dissulfeto acido 2-nitro-5-tiobenzoico

Figura 13. Reacdo de reducgdo do &cido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoico) (DTNB?) (adpatado ELLMAN et al.,
1961).

Durante a reacgdo de reducdo, o DTNB? reage com um grupo sulfidrilico livre para
produzir um dissulfureto misto e acido 2-nitro-5-tiobenzoico (TNB?). O alvo do DTNB nesta
reacao € a base conjugada (R-S°) de um grupo sulfidrilico livre. Entretanto, a taxa desta reacao
depende de varios fatores: 1) o pH da reacéo, 2) o pKa dos grupos sulfidrilicos e 3) a presenca
de impedimentos estéricos e eletrostaticos. O TNB? ¢ o composto “colorido" produzido nesta
reacao, e que possui coeficiente de absortividade molar (g) de 14,150/M-cm no comprimento
de onda de 412 nm.
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3.4.1.2 Avaliacdo da adsorcao de grupos sulfidrilicos pelas nanoparticulas de ouro: método
cromatografico

A cromatografia € um processo de separacao de misturas baseada no uso de duas fases,
no qual as substancias presentes sdo distribuidas. A fase estacionaria pode ser composta por um
material s6lido e poroso ou uma fina camada liquida revestida por um suporte sélido ou paredes
da coluna, enquanto que a fase mével pode ser gasosa ou liquida. Dentre as principais vantagens
desta técnica estdo a especificidade, sensibilidade e a precisdo nos resultados (KATRUSIAK et
al., 2001; MEYER, 2010).

Sendo assim, a fim de complementar os resultados obtidos a partir do método
colorimétrico, a técnica cromatografica foi empregada. O objetivo desta, assim como no método
anterior, se baseou na medicdo do TNB presente nas soluces.

As etapas subsequentes foram desenvolvidas com foco na especificidade, seletividade
e sensibilidade ao sistema a partir da conjugacao de elementos de reconhecimento de antigenos
especificos - anticorpos - sobre a superficie das nanoparticulas funcionalizadas.

3.4.2 Anticorpos

Os anticorpos sdo glicoproteinas pertencentes a classe das imunoglobulinas (lg) que
tém como funcdo a defesa dos organismos. Estes podem ser obtidos por meio de uma resposta
imune de um animal (rato, coelho, macaco, entre outros) apds injecdo de um antigeno,
resultando em um processo de imunizacgdo, no qual o animal € posteriormente sangrado e 0 soro
contendo os anticorpos de interesse € purificado. Estas proteinas possuem alto grau de afinidade
e especificidade, com capacidade para detectar, reconhecer e ligar-se ao antigeno alvo
(HOPKINS, 2009; MANDAL, 2014; ABBAS et al., 2015).

Cada anticorpo possui duas estruturas principais de liga¢do, um dominio constante ou
Fc (do inglés “fragment constant”) e um dominio de ligacdo com o antigeno ou Fab (do inglés
“fragment antigen-binding”). A regido Fc é apta a ligar-se a varios tipos de estruturas, inclusive
a compostos com grupamentos amino por possuir um grupamento carboxilico em sua
terminacdo. Ja o dominio Fab apresenta uma regido amino terminal, sendo esta responsavel
pelo reconhecimento do antigeno e, consequentemente, pela especificidade da molécula
(BEYER et al., 2009; HOPKINS, 2009; MANDAL, 2014; STANFIELD, 2014; ABBAS et al.,
2015).
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Anticorpos podem se ligar a diferentes superficies e tém sido utilizados como
moléculas de reconhecimento organizadas sobre nanoparticulas funcionalizadas. Uma
representacdo esquematica de uma nanoparticula funcionalizada e conjugada com o elemento
de reconhecimento, e a estrutura e os dominios de um anticorpo pode ser observada na Figura
14,

Sitio de ligagdo Sitio de ligagdo
com antigeno com antigeno
¥ “\‘\.3 ’!Ml‘
4 . U\
4 ) Y\-’“\\ : Nli;

Grupo
Carboxilico

- 1 -
00cC coo

Figura 14. Representacdo esquematica da estrutura e dos dominios de um anticorpo. O grupo carboxilico na por¢éo
do dominio constante (Fc) ligado a um polimero funcionalizado sobre a nanoparticula (esquerda) e o grupamento
amino livre na por¢do do dominio de ligagdo com o antigeno (Fab) para reconhecer o antigeno (direita) (adaptado
de MANDAL, 2014).

O principio da ligacdo entre um epitopo de um antigeno e o seu anticorpo envolve a
complementaridade de suas estruturas e dependendo da quantidade de epitopos especificos com
que estes sdo capazes de interagir, eles podem ser classificados como monoclonais ou
policlonais. Além disso, a ligacdo epitopo e anticorpo é reversivel e envolve interacdes
eletrostaticas, ligacbes de hidrogénio, interacdes hidrofobicas e de van der Waals (LIPMAN et
al., 2005; ABBAS et al., 2015).

Com relacdo aos anticorpos monoclonais, a sua especificidade € dirigida a um Gnico
epitopo do antigeno e devido a esta caracteristica 0 uso destes permite o desenvolvimento de
testes em que duas substancias relacionadas podem ser diferenciadas, enquanto que 0s
anticorpos policlonais sdo compostos por diferentes epitopos, podendo ser vantajosos em
situacOes nas quais a variagao da substancia alvo é conhecida (LIPMAN et al., 2005; ABBAS
etal., 2015).

A decisdo de utilizar anticorpos mono ou policlonais esta relacionada com diversos
fatores, entre eles o fato de que anticorpos policlonais podem ser gerados muito mais
rapidamente, com menor custo e com menos habilidade técnica do que 0 necessario para

produzir os anticorpos monoclonais. Entretanto, dentre as principais vantagens do uso dos



40

anticorpos monoclonais sdo sua homogeneidade e consisténcia. Na Figura 15, uma
representacéo entre anticorpos monoclonais e policlonais juntamente com as possibilidades de

interacdo entre 0s epitopos do antigeno de interesse estd apresentada (LIPMAN et al., 2005;

KELLY, 2007).
' Antigeno .
Anticorpos . Anticorpos

monoclonais |  policlonais

YYYYY

Figura 15. Representacdo entre anticorpos monoclonais e policlonais juntamente com as possibilidades de
interacdo entre os epitopos do antigeno de interesse (adaptado de KELLY, 2007).

Na Figura 16 ¢é apresentado um exemplo de uma AuNP modificada com um tiol
presente na solucdo de PEG heterofuncional (HS-PEG-NH2). Neste caso, ha uma ligacéo
covalente por meio do grupamento —SH, enquanto que o grupo COO" da regido Fc do anticorpo
previamente ativada através do uso de agentes de acoplamento, como o 1-etil-(3-
dimetilaminopropilo)-carbodiimida (EDC), pode interagir com 0s grupos aminos do PEG
(LIPMAN et al., 2005; MASEREEL et al., 2010; ABBAS et al., 2015).

AuNP

— 1. Lavagem

2.HS-PEG-NH, H,N— 3¢

Fab

Fc )
00C

00C

Figura 16. Exemplo das etapas de funcionalizagdo e conjugacao dos elementos de reconhecimento na superficie
de uma nanoparticula de ouro devido a interagdo entre o grupo carboxilico presente no dominio constante do
anticorpo ligado ao polimero funcionalizado (adaptado de MASEREEL et al., 2010)
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Uma vez que o principal objetivo do presente trabalho foi avaliar diferentes estratégias
de funcionalizacéo, o uso da enzima horseradish peroxidase (HRP) como alternativa de captura
antigénica foi de carater essencial, principalmente nas etapas que visavam estudar a eficiéncia

de captura.

3.4.3 Horseradish peroxidase (HRP)

A horseradish peroxidase ou peroxidase de raiz forte (HRP) é uma enzima de massa
molar de 40 kDa, pertencente a classe das enzimas peroxidases. A classe destas encontra-se
amplamente distribuida na natureza e pode ser facilmente extraida de células de varias plantas,
fungos, animais e micro-organismos, além de ser considerada termoestavel. Estas sdo capazes
de catalisar a reacdo do perdéxido de hidrogénio com certos substratos organicos doadores de
elétrons para produzir produtos coloridos (FATIBELLO-FILHO; VIEIRA, 2002;
FERNANDES et al.,2012; HERMANSON, 2013).

Existe um amplo interesse pela HRP, devido as suas multiplas aplicacdes nas
inddstrias de papel e celulose, de alimentos, em andlises bioquimicas e tratamentos de residuos
e em especial em ensaios de diagnostico, visto que esta € conjugada a aproximadamente 80%
de todos os anticorpos utilizados durante esses testes. Além disso, estas enzimas sdo
amplamente utilizadas em reacGes de sintese organica e na constru¢do de biossensores
(FATIBELLO-FILHO; VIEIRA, 2002; JIA et al., 2002; REGALADO et al.,, 2004,
BRONDANI et al., 2009; FERNANDES et al., 2012; HERMANSON, 2013).

Dentre os principais fatores que fazem com que esta enzima seja utilizada estdo a
simplicidade de uso, o0 baixo custo, a estabilidade e vida util longa, visto que esta é estavel
durante anos em estado liofilizado e quando purificada pode ser armazenada por meses sem
perda significativa de atividade (HERMANSON, 2013; FERNANDES et al.,2012).

3.4.3.1 Método para avaliacdo da captura da enzima HRP

O método empregado para a medicdo indireta da captura da enzima HRP para as quatro
estratégias de funcionalizacdo consistiu na reacdo desta com seu substrato fundamental, o H203,
formando um intermediario estavel, o qual se dissocia na presenca de um doador de elétrons e

ocasiona uma mudanca na coloracdo da solucdo. O doador pode consistir de moléculas
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oxidaveis, como o &cido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS); entretanto,
uma grande variedade de substratos pode ser empregada. Alguns deles podem ser usados para
formar produtos coloridos para uso em sistemas de deteccdo espectrofotométricos, enquanto
outros ocasionam a geracao de produtos fluorescentes ou quimioluminescentes apds a oxidagéo
com a HRP (KADNIKOVA; KOSTIC, 2002; HERMANSON, 2013). O principio da reag&o de
oxidacdo do ABTS empregado para a quantificagdo indireta da captura da enzima HRP pode

ser observado na Figura 17.

Substratos cromogénicos Alteracdo de coloracéo
/4 Substratos quimiluminescentes Produgéo de luminescéncia

/
ABTS / COR
! \\ 22 J
B * 0

" @ ABTS oxidado
AuNP - anti-HRP HRP

Figura 17. Principio da reacdo de oxidacéo do acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) empregada
para a medi¢do indireta da captura da enzima HRP para as quatro estratégias de funcionalizacdo (adaptado de
PAROLO et al., 2013).

A HRP ¢é constituida por 308 residuos de aminoacidos, dois ions Ca?* e sitio ativo
composto por uma ferroprotoporfirina 1X, sendo este denominado grupo heme, que esta
ligado ndo covalentemente a cadeia polipeptidica, como observado na Figura 18. O ion
férrico central da referida protoporfirina esta coordenado a um residuo de histidina. A
presenca da estrutura heme da a enzima sua coloracdo caracteristica e absor¢cdo maxima a
403 nm (RUZGAS et al., 1996).

Figura 18. Grupo ferroprotoporfirina IX (“grupo heme”), sitio ativo da enzima horseradish peroxidase (VEITCH,
2004).
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Um exemplo do ciclo catalitico destas enzimas, a partir do uso de um agente doador SH,
é mostrado de forma simplificada nas etapas a seguir (FREIRE et al., 2003).

[heme (Fe**)] + H20, = [heme (O=Fe*")-R*"](cpt 1 + H20 (Eq. 1)
[heme (O=Fe*")-R*Jpt ) + SH = [heme (O=Fe*)]cpm + S (Eq. 2)
[heme (O=Fe*")](p iy +SH > [heme (Fe*")] + S* + H.0 (Eq. 3)

A equacdo 1 envolve a oxidacdo do grupo heme da peroxidase pelo H2O> o por dois
elétrons e a formagdo de um composto intermediario, no estado (Fe>*, Composto 1), consistindo
do ferro oxiferril (O=Fe®") e do cétion radical = porfirinico. Na equagdo 2, 0 composto
intermediario (Fe>*) sofre uma reagdo de reducéo pela transferéncia de um elétron do doador
SH, formando composto intermediario, no estado de oxidacéo (Fe**, Composto I1). Um elétron
adicional pode ser transferido, proveniente de uma segunda molécula SH (Equacéo 3), de forma
que a enzima retorne a forma nativa (Fe*). Nas etapas 2 e 3, a espécie doadora de elétrons (SH)
é oxidada (FREIRE et al., 2003).

Tendo em vista a obtencdo de uma estratégia viavel para a captura do Zika virus nas
etapas futuras do projeto em que este plano esta inserido, as estratégias desenvolvidas foram
aplicadas em testes de diagnostico virais a fim de se comprovar se haveria incremento na

sensibilidade dos dispositivos.

35 APLICACOES DE ESTRATEGIAS DE FUNCIONALIZACAO EM TESTE DE
DIAGNOSTICO VIRAIS

A aplicacgdo de nanoparticulas para aprimoramento de captura de analitos em testes de
ELISA ja vem sendo reportados na literatura com resultados bastante promissores,
principalmente utilizando nanoparticulas com dimensdes inferiores a 50 nm (ZHAN et al.,
2014; LAKSHMIPRYA et al., 2016; KIM et al., 2017)

Zhan et al. (2014) sintetizaram nanoparticulas de ouro de 22,4 + 0,27 nm e as
empregaram em teste ELISA para detecgdo do virus sincicial respiratério (RSV). Assim como
relatado pelos autores, o uso das nanoparticulas possibilitou que o limite de deteccéo do teste
fosse reduzido em 50 vezes, de 25 pg/mL para o teste ELISA convencional para 0,5 pg/mL com

a implementacéo das nanoparticulas.
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Kim et al. (2017) inicialmente avaliaram a influéncia de diferentes didmetros de
nanoparticulas de ouro (5, 10, 15, 20, 30 e 50 nm) quando implementados em teste ELISA. Foi
relatado que as maiores absorvancias foram observadas para as nanoparticulas de 10 nm e as
menores para as de 30 nm, indicando que as absorvancias parecem ndo ter correlacdo exata com
o tamanho das particulas, assim como descrito por Bell et al., (2013). Na sequéncia os autores
implementaram as nanoparticulas de 10 nm ao teste ELISA convencional e observaram que
estas possibilitaram uma reducéo de 100 vezes no limite de deteccdo, passando de 10 ng/mL
para 0,1 ng/mL.

Ainda relacionado a avaliacdo da influéncia de diferentes tamanhos de nanoparticulas
para a implementacdo em testes ELISA, Lakshmiprya et al. (2016) avaliaram o incremento
proporcionado por nanoparticulas de 10 e 80 nm quando implementadas em teste ELISA para
diagnostica de tuberculose a partir da proteina ESAT-6. Ao empregarem a concentracao de
250 nmol/L da proteina aos sistemas contendo as nanoparticulas a diferenca entre as
absorvéncias dessas foi de apenas 0,02, indicando a razdo da grande maioria dos autores
empregar nanoparticulas menores. Uma vez que estas apresentam menores variacoes de
tamanhos quando sintetizadas e possuem maior estabilidade (LY; PARK; PARK, 2016;
CARNOVALE et al., 2016).

Apesar dos inimeros avangos proporcionados pela implementacdo de nanoparticulas
de ouro em testes ELISA, duas das doengas que mais acometem a populacdo mundial, ou seja,
AIDS e Hepatite C, as quais ainda sdo diagnosticadas por meio de testes, que apesar de serem
altamente sensiveis e especificos, sdo demorados, trabalhosos, caros e exigem equipamentos
especializados. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2017) cerca de 36,9 milhGes e
71 milhdes de pessoas viviam com AIDS (HIV) e Hepatite C (HCV), no final de 2017, e sendo
que destas cerca de 2,3 milhdes possuiam ambas as doencas. Ainda segundo a OMS (2019),
aproxidamente 1,3 milhdes de mortes foram ocasionadas por ambas as doencas no mesmo
periodo.

Sendo assim, a utilizacdo de dispositivos sensiveis, especificos, de diagndstico rapido
e de custo reduzido seria critico para o controle de ambas as doencas, especialmente em paises
em desenvolvimento com recursos limitados e altas taxas de infec¢édo, como por exemplo, 0
Egito (SHAWKY; BALD; AZZAZY, 2010). Dessa forma, assim como destacado por Zhan et
al. (2014), Kim et al. (2017), Lakshmiprya et al. (2016) e Shawky et al. (2016), as
nanoparticulas se mostram uma grande promessa de atender as rigorosas demandas do

laboratério clinico quanto a sensibilidade e custo-efetividade, e podem ser usadas no futuro em
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termos de diagnostico de cuidados, possibiltando diagnosticos precoces e, consequentemente,
reduzindoo nimero de contagios e 0 niumero de mortes.

Sendo assim, tendo em vista a capacidade dos agentes estabilizantes para a dispersar
AUNPs e criar um ambiente biocompativel para imobilizacdo, neste estudo foram utilizadas
AUNPs de diferentes tamanhos — 20, 40 e 80 nm — estabilizadas em PEG heterofuncional (HS-
PEG-NH>), para a avaliacdo de diferentes estratégias de funcionalizacdo sobre a captura da
macromolécula organica HRP. Ainda com o objetivo de aplicar métodos de funcionalizacao de
nanoparticulas para aumentar a sensibilidade de captura antigénica de analitos, procedeu-se a
implementacdo das nanoparticulas estabilizadas e funcionalizadas em testes comerciais
baseados na deteccdo qualitativa de anticorpos para o virus da hepatite C e AIDS (Bioclin
Biolisa HCV e HIV), visando a obtencdo de uma estratégia viavel para a captura do Zika virus

nas etapas futuras do projeto em que este plano esta inserido.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 MATERIAIS

As solucdes coloidais de AuNPs de diferentes tamanhos — 20, 40 e 80 nm — mantidas
em citrato de sodio foram adquiridas da empresa Sigma-Aldrich. Assim como fornecido pela
empresa, estas possuem 6,54x10', 7,2x10'° e 7,8x10% particulas/mL, respectivamente, e
indices de polidisperséo inferiores a 0,2.

As trés variedades de PEG utilizadas (PEG-NH2 5000 g/mol, HS-PEG-NH:
3500 g/mol e HS-PEG-NH2 7500 g/mol) possuem cadeias poliméricas lineares e foram
adquiridas juntamente com as solucGes coloidais de AuNPs, com a solucdo de anticorpos
monoclonais anti-HRP e com a enzima peroxidase da empresa Sigma-Aldrich.

Jé& os Kits para a determinacdo qualitativa de anticorpos totais para os virus da hepatite
C (Biolisa HCV — K128) e AIDS (Biolisa HIV 1/2/0 — K118) foram adquiridos da empresa
Bioclin. Segundo informacdes dispostas pela empresa, ambos o0s Kits apresentam sensibilidade
e especificidade clinica superiores a 99,7%. Os Kits sdo compostos por placa sensibizada,
solugéo contendo o conjugado, solucdo diluente do conjugado, solucdo de lavagem, substrato
A e substrato B, solucéo de parada, controle positivo e seladores de placa.

4.2 CARACTERIZACAO DAS SOLUCOES DE NANOPARTICULAS DE OURO

A caracterizacdo das soluc@es coloidais de AuNPs foi realizada através das técnicas de
espectroscopia de absor¢do molecular na regido do visivel, espalhamento dindmico da luz
(DLS), potencial zeta, microscopia eletronica de varredura por emissao de campo (MEV-FEG)
e microscopia eletrénica de transmissdo (MET), a fim de verificar o diametro médio das
nanoparticulas, a tendéncia a aglomeracéo, a estabilidade e também a eficiéncia de captura das

diferentes estratégias de funcionalizacéo.

4.2.1 Espectroscopia de absorcao molecular na regido do visivel

Essa foi uma das técnicas utilizadas para 0 monitoramento da tendéncia a aglomeracgéo

e estabilidade das solucdes coloidais de AuNPs, antes e ap0s a etapa de estabilizagdo com PEG,
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em diferentes meios dispersantes. Além disso, a espectroscopia de absor¢do molecularna regido
do visivel também foi utilizada para a avaliagdo da eficiéncia de captura das diferentes
estratégias de funcionalizacdo, tendo sido empregado anteriormente a cada uma das analises,
como branco, a solucéo de agua ultrapura para todos os testes avaliados por meio desta técnica.

As leituras, entre a faixa de 400 e 800 nm, foram realizadas em espectrofotdmetro
modelo Spectramax MZ2e (Molecular Devices), no Laboratorio de Gendmica, Protedmica e

Reparo de DNA, localizado no Instituto de Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul.

4.2.2 Microscopia eletronica de varredura por emissado de campo (MEV/FEG)

A microscopia eletronica de varredura foi realizada para analisar a dispersdo das
particulas e a presenca de aglomerados nas solugdes de AuNPs antes e apds a etapa de
estabilizacdo e também a presenca do PEG adsorvido durante esta Ultima etapa. A preparacao
das amostras consistiu em secé-las sobre porta-amostras de aluminio e silicio em vacuo.

Visando a melhora da resolugédo das imagens, as amostras passaram inicialmente por
uma etapa de deposicéo de ouro em metalizadora DentonVacuum durante 20 s. Para esta etapa
foi empregada corrente de 35 mA e pressdo de 107 Pa.

Dois microscopios eletronicos de varredura por emissdo de campo (MEV-FEG) foram
empregados para as analises: a) Mira3/Tescan - Laboratério Central de Microscopia, (LCMIC)
da Universidade de Caxias do Sul; b) Jeol 7100 FT - Laboratério Multiusuério de Nanociéncia
e Nanotecnologia (LABNANO) do Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF), Rio de

Janeiro.

4.2.3 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A microscopia eletrénica de transmissdo possibilitou a medi¢do dos tamanhos das
nanoparticulas de ouro e também a avaliagdo da espessura da camada de PEG adsorvida pelas
particulas durante a etapa de estabilizacdo. A preparacdo das amostras consistiu em depositar a
amostra sobre grids de cobre e deixa-las secar em vacuo. Um microscopio eletrdnico de
transmissdo (MET-FEG) JEOL 2100 F de 200 kV pertencente ao Laboratério Multiusuario de
Nanociéncia e Nanotecnologia (LABNANO) do Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas

(CBPF), Rio de Janeiro, foi empregado para esta analise.
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4.2.4 Espalhamento dinamico de luz (DLS)

O espalhamento dindmico da luz (DLS — Dynamic Light Scattaring) foi utilizado para
medir o tamanho das particulas adquiridas, tendo em vista a distribuicdo de tamanho das
particulas em funcéo da intensidade e também o grau de agregacdo das mesmas, antes e apds a
etapa de estabilizacdo. Foi utilizado equipamento Brookhaven (gonidometro BI200M, correlagéo
digital BI9000AT) com laser polarizado vertical He-Ne (A = 632,8 nm) e angulo de
espalhamento fixo de 6 = 90° pertencente ao Laboratorio E-116 do Instituto de Quimica da

Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

4.2.5 Potencial zeta (PZ)

As andlises de potencial zeta foram realizadas em um equipamento Zetasizer Nano
(Malvern) em A= 632,8 nm, usando um laser He-He, pertencente ao Laborat6rio E-116 do

Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

4.3 METODOLOGIA

A Figura 19 representa o fluxograma da metodologia utilizada nas diferentes etapas da
presente dissertacdo para a estabilizacdo e funcionalizacdo das AuNPs, para a captura da HRP
e para a implementacdo das estratégias de funcionalizacdo nos Kits de determinacdo qualitativa

de anticorpos totais para os virus da hepatite C e AIDS.
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Figura 19. Fluxograma do procedimento experimental utilizado na estabilizagdo e funcionalizaclo das
nanoparticulas de ouro, a captura da horseradish peroxidase e implementacdo das estratégias de funcionalizacdo
nos kits de diagndstico virais.

4.3.1 Estabilizacdo das nanoparticulas de ouro

Inicialmente, diluicdes foram realizadas com as solugfes de nanoparticulas de ouro e
0s espectros de extingdo destas foram medidos em espectrofotdmetro, modelo Spectramax M2e
(Molecular Devices), a fim de relacionar este parametro com o nimero de particulas/mL. Uma
vez que as solucdes de AuNPs foram submetidas a etapas de lavagem durante cada uma das
etapas, ou seja, a centrifugages (14.000 rpm, 4°C, 25 e 15 min) em equipamento
modelo 5430 R (Eppendorf), nas quais 0s sobrenadantes eram descartados e 0s precipitados

ressuspendidos em &gua ultrapura, a fim de remover impurezas, esse procedimento foi realizado
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a fim de possibilitar que as proporces entre as extingdes das AuNPs e o nimero de
pariculas/mL, ou &rea superficial/mL das AuNPs, fossem mantidas em todos os testes.

A estabilizacdo das solucdes coloidais de nanoparticulas de ouro foi conduzida em trés
etapas: etapa 1 - avaliacdo da influéncia da concentracdo de PEG amino terminal sobre o
didmetro médio de particula; etapa 2 - avaliagdo do melhor meio dispersante; e etapa 3 -
verificacdo da concentracdo 6tima de polietilenoglicol para cada uma das solugdes (Figura 19,
pagina 48). O protocolo de estabilizacdo empregado foi adaptado de Ling, Jiang, Zhang, (2013),
no qual sdo sintetizadas nanoparticulas de ouro de 26 nm (concentracdo de
1,689x10!! particulas/mL e area superficial de 3,59x10“#m?/mL) e para cada 1 mL de solugdo
de nanoparticulas sdo adicionados 3 mL de solucéo de PEG (concentragdo de 15000 pg/mL)
para estabiliza-las.

A etapa 1 teve como principal objetivo avaliar como a estabilizacdo baseada na
proporcédo entre o nimero de particulas/mL e a concentragdo de PEG amino terminal de massa
molar 5000 g/mol (PEG-NH25000) influenciaria na variacéo de didmetros médio das particulas
em solucdo. Para isso, as concentracdes das solucbes de nanoparticulas de ouro foram de
6,54x10%°, 7,16x10° 7,82x10® particulas/mL para as AuNPs de 20, 40 e 80 nm e estas foram
estabilizadas com concentragdes entre 10 e 1000 pg/mL de PEG-NH.. Inicialmente, as solucgdes
comerciais de AuNPs foram mantidas em contato com PEG-NH, 5000 por 12 h. Na sequéncia,
as solucBes passaram por duas etapas de centrifugacdo (14.000 rpm, 4 °C, 25 min) em
equipamento modelo 5430 R (Eppendorf) para a remocdo do excesso de polimero e o
precipitado foi diluido na razdo 1:10 (v/v) em agua ultrapura (Figura 20) e analisado quanto a

variacdo de diametros das particulas para as soluc¢des coloidais, antes e apds a funcionalizacdo

Descarte do sobrenadante

12h M 5% \‘/
PEG-NH: \' =,
5000 g/mol -
e 14.000 rpm, 4°C, Precipitado diluido 1:10
Estabilizacdo baseada no 25 @ 1p5 i (v/v) em agua ultrapura

namero de particulas/mL

Figura 20. Representacao esquematica da metodogia empregada na primeira etapa da estabilizacdo das solugdes
de nanoparticulas de ouro com PEG-NH; 5000 g/mol
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Tendo em vista 0 aprimoramento da estratégia de estabilizacdo para os demais testes,
a proporcao entre as solugdes coloidais de AuNPs e a solucdo de PEG foi adaptada, baseando-
se na area superficial total de cada uma das solugdes de AuNPs. Dessa forma, foi levado em
consideracdo tanto o nimero de nanoparticulas/mL quanto o didmetro das AuNPs dispersas.

Na etapa 2, a concentracdo de PEG-NH. 5000 que se mostrou mais promissora na etapa
1 foi empregada para a estabilizacdo de todas as soluces de AuNPs. Na sequéncia, estas foram
adicionadas a variados meios dispersantes: citrato de sodio (38,8 mmol/L), cloreto de sddio
(0,05 mol/L), tampéo fosfato de sodio (PBS) (0,1 mol/L, pH 7,4) e agua ultrapura, a fim de
avaliar a estabilidade das solu¢des de AuNPs em funcdo do tempo de contato com os meios,
sendo esta avaliada durante 0; 2,5; 5,5; 8,5; 12; 24 e 48 h, buscando definir o melhor meio
dispersante para as demais etapas (Figura 21). A estabilidade das solugdes de AuNPs nos
diferentes meios foi avaliada através da técnica de espectroscopia na regido do visivel, tendo
sido definido o meio mais estavel o que apresentou menor variacdo nos valores de extin¢ao
medidos com o passar do tempo. Uma vez definido o melhor meio dispersante foram realizadas
imagens em microscopio eletronico de varredura (MEV/FEG) da melhor condi¢do em tempos
distintos, a fim de comprovar os resultados obtidos em espectrofotometro. Além disso, a
variacdo de diametros das particulas para as solugdes coloidais apds a estabilizacdo foi aferida
pela técnica de DLS.

Descarte do sobrenadante

PEG-NH;
5000 g/mol Precipitado ressuspendido em:
14.000 rpm, 4°C,  Agua ultrapura,
Estabilizacdo baseada na area 25 e 15 min PEG 5000 g/mol (1000 pg/mL)
superficial total das AUNPs Citrato de sodio (38,8 mmol/L)

Cloreto de sodio (0,05 mol/L)
PBS (0,1 mol/L, pH 7,4)
0;25:5;8,5;12;:24¢e48h

Figura 21. Representacdo esquematica da metodogia empregada na etapa 2 da estabilizagdo das solucdes de
nanoparticulas de ouro com PEG-NH; 5000 g/mol
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Para a terceira etapa, dois polimeros com grupamentos tiol e amino de massas molares
3500 g/mol (HS-PEG-NH2 3500) e 7500 g/mol (HS-PEG-NH. 7500), foram utilizados nesta e
para as demais etapas desenvolvidas na sequéncia, devido a caracteristicas como a facilidade
de formacéo da ligacdo forte entre o tiol e 0 ouro e também pela estabilidade dos bioconjugados
destes.

Visando a determinacdo das cinéticas de adsorcdo, das concentraces 6timas destes
polimeros e das modelagens matematicas para cada uma das solucdes coloidais de AuNPs, a
faixa de concentracdes de ambos os polietilenoglicéis avaliadas variou entre 0,25 a 30 mg/mL
para 0 HS-PEG-NH2 3500 g/mol e entre 1,2 a 10 m/mL para 0 HS-PEG-NH>2 7500 g/mol na
etapa 3.

A etapa 3 foi iniciado por duas etapas de centrifugacao (14.000 rpm, 4 °C, 25 min), em
equipamento modelo 5430 R (Eppendorf), para a remoc¢do de possiveis impurezas, 0S
sobrenadantes foram descartados e os precipitados ressuspensos em agua ultrapura. Os
espectros de extingdo das solucdes finais foram medidos a fim de manter a proporgédo
estabelecida. As solugdes foram, entdo, adicionadas as solucdes dos polimeros e mantidas em
banho de gelo sob agitacdo, em agitdor angular oscilatério modelo RM-3 (Premiere), durante
os tempos de 2 e 12 h a fim de avaliar como o tempo de contato influenciaria na adsorgéo para
os variados tamanhos de particulas. Na sequéncia, estas foram centrifugadas duas vezes
(14.000 rpm, 4 °C, 25 min), em equipamento modelo 5430 R (Eppendorf), para a remocéo do
excesso de polimero, sendo o sobrenadante empregado para a medicdo indireta da concentracédo
de PEG adsorvido, por meio da quantificacdo dos grupos sulfidrilicos em solu¢do. Por Gltimo,
os precipitados foram ressuspendidos, vedados com pléstico filme e armazenados a 4°C. A
representacdo esquematica da metodologia empregada nesta etapa pode ser observada na Figura
22.

Sobrenadante
O Quantificacdo de grupos
9 sulfidrilicos
Q AuNPs X
£ ,:> I:> O E>
: 2el2h - WX
HS-PEG-NH;
3500 g/mol Precipitado ressuspendido
0
7500 g/mol 14.000 rpm, 4°C, em agua ultrapura

25e 15 min

Figura 22. Representagdo esquematica da metodogia empregada na terceira etapa da estabilizacdo das solugdes
de nanoparticulas de ouro com HS-PEG-NH; 3500 e 7500 g/mol
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4.3.2 Quantificacdo de grupos sulfidrilicos em solucéo

4.3.2.1 Meétodo colorimétrico

Trés solucdes foram preparadas para esta técnica, sendo estas: 1) tampéo de reacédo
contendo 0,1 mol/L de fosfato de sédio bibasico heptahidratado (Na2HPO4.7H20) e 1 mmol/L
de EDTA dissodico dihidratado (C1oH14N2Na20g . 2H20), o pH desta solugéo foi ajustado para
8,0; 2) solucdo com concentragdo de 4 mg/mL de DNTB solubilizada no tampéo e;
3) reagente I, composto pela diluicdo da solugéo 2 na proporc¢édo de 1:50 no tampéo de reagédo
(solucdo 1).

Inicialmente, 230 pL do reagente I (solucdo 3) foram adicionados a eppendorfs de
600 pL, seguido pela adigdo de 25 pL dos sobrenadantes a serem analisados. As solugdes
resultantes foram entdo homogeneizadas com o auxilio de um agitador de tubos de ensaio e
incubados durante 15 min a temperatura ambiente e mantidas sob agitacdo. Apos esse tempo,
200 pL das solucdes foram transferidos para placas de 96 pogos e lidos em espectrofotdmetro

no comprimento de onda de 412 nm, Figura 23.

+ reagente | (solugéo 3) |:>
230 pL

Sobrenadante
25 uL

Figura 23. Representacéo esquematica da metodogia empregada no método colorimétrico para a quantificacéo de
grupos sulfidrilicos adsorvidos pelas nanoparticulas de ouro estabilizadas com HS-PEG-NH; 3500 e 7500 g/mol

A estabilidade do método foi avaliada a partir da construcdo de curvas de calibracao
em trés diferentes dias. Essas foram elaboradas para as concentracdes de 0,5, 1, 2,5, 3, e
5 mg/mL para 0 HS-PEG-NH, 3500 g/mol e 1, 2, 3, 4 e 5 mg/mL para 0 HS-PEG-NH>
7500 g/mol. Os coeficientes de determinagcao para as triplicatas das curvas de ambos o0s
polimeros foram satisfatorios, uma vez que variaram entre 0,995 e 0,999 para os diferentes dias

em que as amostras foram analisadas.
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4.3.2.2 Metddo cromatografico

O método cromatografico empregado foi desenvolvido por Schott (2005), a qual o
utiliza para a quantificacdo de glutationa reduzida em eritrécitos humanos e este foi adaptado
para as solucbes contendo PEG tiolado, sofrendo alteragdes em parametros como composicao
da fase maovel, vazéo e tempo de anélise para cada uma das amostas.

Quatro  solugdes foram preparadas para esta técnica, sendo estas:
1) hidroximetilaminometano (Tris base) 0,5 mol/L, o pH desta solucdo foi ajustado para 8,9;
2) acido fosfdrico 7 mol/L e; 3) fosfato de potassio dibasico (KoHPO4) 0,5 mol/L, o pH desta
foi ajustado para 8, solucdo na qual o derivatizante (DTNB) foi solubilizado a fim de se obter
a solucdo 4) contendo 10 mmol/L deste.

Inicialmente, 130 pL das amostras foram adicionados a eppendorfs de 1500 pL
contendo 500 pL da solucdo de Tris base, seguido pela adi¢do de 350 L da solucdo de DTNB.
As solucbes foram entdo homogeneizadas com o auxilio de um agitador de tubos vortex
(modelo NI 1058, marca Nova Blue Line) por 1 min e deixadas em repouso por 5 min. Na
sequéncia, 100 L da solucéo de acido fosforico foi adicionado e as solugdes resultantes foram
homogeneizadas e centifugadas a 6000 rpm por 10 min. Apos esta etapa, as solu¢bes foram
transferidas para outros eppendorfs de 1500 uL e esta ultima etapa foi repetida. Por Gltimo, as
solugdes foram filtradas em membranas de poliestersulfona de poro de 0,20 um e analisadas no
cromatdgrafo.

As andlises para a quantificacdo de grupos sulfidrilicos em solucdo foram realizadas
em equipamento HPLC marca HP modelo 1100, coluna Primesphere 5 C18 HC (250 x 4,60mm
X 5um) equipado com detector UV a 330 nm e sistema quaternario de bombas. O sistema de
bombeamento da fase mdvel foi gradiente, a temperatura foi mantida em 39 °C e a alca de
amostragem foi de 20 pL. A representacdo esquematica da metodologia empregada pode ser
observada na Figura 24. Os tempos de retencao para as solugfes padrao de ambos os polimeros

e para as amostras reais variaram entre 2 e 5 min.
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Figura 24. Representacdo esquematica da metodogia empregada no método cromatografico para a quantificacéo
de grupos sulfidrilicos adsorvidos pelas nanoparticulas de ouro estabilizadas com HS-PEG-NH; 3500 e 7500 g/mol

O método desenvolvido por Schott (2005) pode ser observado na Tabela 4, enquanto

que o método adaptado, o qual utiliza fase reversa constituida de solvente A — Agua ultrapura

e solvente B — Metanol pode ser observado na Tabela 5.

Tabela 4. Programacéo de elui¢do desenvolvida por Schott (2005).

Vazdo (mL/minuto) KH2PO4 (%) MeOH (%)
00:00 1,0 88 12
03:00 1,0 88 12
03:01 0,6 92 8
04:30 0,8 92 8
04:31 0,8 60 40
10:30 0,8 60 40
10:31 1,0 88 12
25:00 1,0 88 12

Tabela 5. Programacao de eluicdo adaptada para a presente dissertacéo.

Vazédo Agua ultrapura MeOH (%)
00:00 1,0 88 12
03:00 1,0 88 12
03:.01 0,8 92 8
04:30 0,8 92 8
04:31 0,5 60 40
18:00 1,0 60 40
18:01 1,0 88 12
20:00 1,0 88 12
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Assim como no método descrito anteriormente, a estabilidade deste foi avaliada da
mesma forma, ou seja, foram elaboradas curvas de calibracdo para ambos os polimeros com
concentracgdes de 0,25, 0,5, 1, 2,5 e 5 mg/mL e estas foram analisadas em 3 diferentes dias. Os
coeficientes de determinacdo para as triplicatas das curvas de ambos os polimeros também
foram satisfatorios, uma vez que para este método variaram entre 0,982 e 0,999 para 0s

diferentes dias em que as amostras foram analisadas.

4.3.3 Cinéticas de adsorcdo e modelagens matematicas

A medicdo indireta da adsor¢cdo do HS-PEG-NH. de pesos moleculares 3500 e
7500 g/mol sobre as superficies das nanoparticulas de diferentes tamanhos foi realizada a partir
da anélise dos sobrenadantes de trés amostras - em triplicata - mediante o uso do método
colorimétrico devido a sua rapidez e simplicidade.

Apds a definicdo das concentracBes Gtimas, este teste também verificou a presenca e a
espessura do filme polimérico adsorvido sobre a superficie das nanoparticulas através das
técnicas de MEV/FEG e MET e do software Image J, a disperséo e a estabilidade pelas técnicas
de DLS e potencial zeta. Além disso, foi possivel desenvolver - para as nanoparticulas de 20,
40 e 80 nm - modelos matematicos e equacbes utilizando a ferramenta Curve Fitting do
software Matlab. Tanto os modelos quanto as equagdes visaram a elaboracdo de uma correlacédo
entre as concentracdes iniciais de PEG e as concentracBes adsorvidas pelas nanoparticulas em
funcdo do tamanho da cadeia polimérica. Entretanto, uma vez que a elaboragdo da equacéo que
previsse 0 comportamento das nanoparticulas de 20 nm ndo foi possivel, para as etapas

seguintes este tamanho de nanoparticula foi descartado.

4.4 ESTRATEGIAS DE FUNCIONALIZACAO

A formagéo das camadas auto-organizaveis sobre a superficie das nanoparticulas foi
adaptada de Menti et al. (2017) para a etapa 4, no qual uma estratégia semelhante foi utilizada
para modificar a superficie de um sensor magneto-elastico para a captura da bactéria
Staphylococcus aureus.

Inicialmente, as solu¢bes contendo particulas de 40 e 80 nm de didmetro foram

estabilizadas durante 2 e 12 h com as concentracbes Otimas de HS-PEG-NH> 3500 e
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HS-PEG-NH, 7500, definidas na etapa 3, a fim de avaliar a influéncia do tempo de estabilizacdo
sobre a captura da HRP. Apoés esta etapa, as solugdes resultantes foram submetidas a quatro
diferentes estratégias de funcionalizacdo e avaliadas frente a captura. Uma representacdo

esquematica das estratégias utilizadas pode ser observada na Figura 25.

A) Estratégias | e Il

O &
=d ani-vre OO ,% :Ji‘
A\ Y2 AuNPs ﬁ e R e Qf%
t EDC & @ : ,\ @ K_s\g’ V|
L 2hou12h v
HS-PEG-NH2
3500 e 7500 g/mol

B) Estratégias Ill e IV
OOO 5‘\ anti-HRP j‘{l
AuNPs n( HRP "1».
| i \_ EDC & { %[? \ {{%6
L chouen B At

HS-PEG-NH2
3500 e 7500 g/mol

Figura 25. Representacdo esquematica das etapas realizadas para as estratégias de funcionalizagdo das solugdes
de nanoparticulas de ouro. A) Estratégias | e 11; B) Estratégias 1l e IV.

Estratégias | e 1lI: uma solucdo de anticorpos anti-HRP (Sigma Aldrich) diluidos na razédo
1:500 (v/v) em PBS (0,1 mol/L, pH 7,4) foi ativada através do uso de uma solucdo 4 mg/mL do
agente de reticulacdo 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) na proporcdo de
1:100 (v/v) durante 15 min a temperatura ambiente. 500 pL desta solucdo foi misturada com
500 pL da solucdo de HS-PEG-NH2 3500 g/mol (Estratégia 1) e HS-PEG-NH2 7500 g/mol
(Estratégia I1), de concentragdes definidas anteriormente, e mantida em contato em banho de
gelo por 1 h. Apds esta etapa, as solucdes foi adicionado um volume de nanoparticulas de ouro
previamente lavadas, mantendo-se a proporcdo baseada na area superficial total de cada uma
das solucbes de AuNPs, e esta foi mantida sob agitacdo em agitdor angular oscilatorio modelo
RM-3 (Premiere) durante 2 e 12 h em banho de gelo para a estabilizacdo das particulas em
solucdo. Na sequéncia estas foram submetidas a duas etapas de centrifugacdo (14.000 rpm,
4 °C, 25 min) em equipamento modelo 5430 R (Eppendorf), nas quais os sobrenadantes foram

armazenados para analise indireta da adsorcdo do polimero. Os precipitados da segunda
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centrifugacdo foram ressuspensos com 100 pL de agua ultrapura e a absorbancia das solucbes
foi medida, a fim de verificar quantos pg/mL de ouro estavam presentes, uma vez que a
quantidade de 1 pg/mL foi definida como padrdo para os testes (NGHIEM et al., 2010;
CIAURRIZ et al., 2017; KOSAKA, et al., 2017). Por ultimo, as solu¢des foram postas em
contato durante 1 h com solug@es contendo 30, 50, 100 e 200 ng/mL do antigeno de interesse
(HRP). Estas passaram por nova etapa de centrifugacdo, nas quais os sobrenadantes foram

recolhidos para a medicéo indireta da captura do antigeno pelas nanoparticulas de ouro.

Estratégia Il e 1V: ap6s a estabilizagdo das nanoparticulas com a solucdo de HS-PEG-NH>
3500 g/mol (Estratégia Ill) e HS-PEG-NH2 7500 g/mol (Estratégia 1V) durante 2 e 12 h, as
amostras foram submetidas a duas centrifugac6es (14.000 rpm, 4 °C, 25 min) em equipamento
modelo 5430 R (Eppendorf) e os sobrenadantes foram guardados para posterior analise da
quantidade de grupos sulfidrilicos em solu¢do. Na sequéncia anticorpos anti-HRP (Sigma
Aldrich) foram diluidos na razdo 1:500 em PBS (0,1 mol/L, pH 7,4) e os grupamentos carboxila
presentes na regido Fc foram ativados através do uso de uma solucdo 4 mg/mL do agente de
reticulacdo 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) na proporc¢éo de 1:100 durante
15 min a temperatura ambiente. 500 pL da solucdo de anticorpos previamente ativados foi
utilizada para ressuspender o precipitado da segunda centrifugacdo da solucdo de
nanoparticulas e as solugdes resultante foram mantidas sob agitacdo, em agitdor angular
oscilatério modelo RM-3 (Premiere), em banho de gelo, durante 1 h. Apds esse tempo, as
solugdes foram novamente centrifugadas (14.000 rpm, 4 °C, 15 min) em equipamento modelo
5430 R (Eppendorf) e os precipitados da segunda centrifugacdo foram ressuspendidos com
100 pL de é&gua ultrapura e foram seguidos 0s mesmos procedimentos descritos na

Estratégia .

4.4.1 Captura daenzima HRP para as diferentes estratégias de funcionalizagéo

O metodo consistiu no preparo de cinco solugdes: 1) KH2POs4 40 mmol/L com
0,25% (m/v) de albumina de soro bovino e 0,5% (v/v) de triton X-100, pH 6,8; 2) solugédo mae
de HRP 10 mg/mL solubilizada na solugdo 1; 3) tampdo fosfato de monobé&sico potassio
(KH2PO4) 100 mmol/L, pH ajustado para 5,0 com KOH 1 mol/L; 4) ABTS 9,1 mmol/L
preparada no tampdo fosfato; e 5) peroxido de hidrogénio 0,3% (m/m).

O procedimento experimental baseou-se em preparar quatro solu¢ées de HRP, com
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concentragdes de 30, 50, 100 e 200 ng/mL a partir da solucdo 2 diluida na solucéo 1 a fim de
se obter uma curva padrdo para as analises.

Para a analise das solucGes comerciais sem funcionalizacdo (padrdes) e dos
sobrenadantes das variadas estratégias de funcionalizacdo, foram utilizados 116 pL da solugéo
4, 2 UL dos sobrenadantes e 4 pL da solucdo 5. Estas foram preparadas diretamente em placas
de 96 pogos e analisadas durante 1 h em espectrofotometro, modelo Spectramax M2e
(Molecular Devices), monitorando o comprimento de onda maximo (Amax) em 405 nm. As
cinéticas enzimaticas foram acompanhadas de 3 em 3 min durante o periodo do teste (Figura
26). Os resultados obtidos nesta etapa foram submetidos a uma andlise de variancia (ANOVA)
seguida do teste post hoc de Tukey, com intervalo de confianca de 95% a fim de verificar
diferencas significativas na captura da enzima proporcionada pelas quatro estratégias de

funcionalizacdo.

& 7 o
iz"% ﬁ | . + ABTS 9,1 mmol/L s
> ey © ) e
S\ @ + H2020,3% (m/m) 6
I‘L;. °°7‘°;7,. \,/

30, 50, 100, 4uL
200 ng/mL HRP; 1 h

e Sobrenadantes

14.000 rpm; 2L
25, 15 min
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Figura 26. Representacdo esquematica da metodologia realizada para a avaliacdo da captura da enzima
horseradish peroxidase pelas nanoparticulas de ouro funcionalizadas pelas quatro diferentes estratégias de
funcionalizacéo.

4.4.2 Estabilidade e aplicacdo das estratégias de funcionaliza¢do em teste de diagndstico
viral

Na etapa 5, a fim de avaliar a estabilidade das diferentes estratégias, as amostras
funcionalizadas durante 2 h foram submetidas a novos testes de captura da enzima HRP (Figura
26) em diferentes meses e os resultados foram comparados aos obtidos anteriormente. As
concentragdes de 30, 50, 100 e 200 ng/mL de enzima foram mantidas e as concentracOes
capturadas por cada uma das estratégias foram comparadas com o0s testes dos meses anteriores.

Apos a verificacdo da estratégia mais promissora levando-se em consideracdo a
dispersdo, a captura e a eficiéncia de captura frente o tempo de armazenagem, na etapa 6 esta

foi empregada em testes comerciais baseados na detec¢do qualitativa de anticorpos para o virus
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da hepatite C e da AIDS em soro ou plasma humano (Bioclin Biolisa HCV e Bioclin Biolisa
HIV), visando a melhora na sensibilidade dos dispositivos ja comercializados, assim como

representado na Figura 27.

Antigenos dos kits
Conjugado dos kits HCV e HIV

prezia

it o W

AuNPs
Funcionalizadas de
acordo com as estratégias

Presenca de nanoparticulas Placa convencional

Figura 27. Representacdo esquemética da metodologia empregada para a aplicacdo das diferentes estratégias de
funcionalizacdo das nanoparticulas de ouro nos testes de diagnéstico viral.

Inicialmente, as solucdes coloidais de 40 nm foram funcionalizadas seguindo a
metodologia da estratégia | e 1l para o tempo de 2 h. Para o kit de diagnostico da hepatite C, 0
conjugado, denominado no kit como solucdo R2, foi diluido na razdo 1:21 no diluente do
conjugado (solucdo R4). As solucBes passaram por duas etapas de centrifugacdo, foram
ressuspendidos em 100 pL de &gua ultrapura e a elas foram adicionados 100 pL das solugdes
do controle positivo diluidos em agua ultrapura nas razbes de 1:100, 1:1000, 1:10.000 e
1:100.000 e mantidas a 37°C sob agitacdo durante 1 h. Apos esse periodo, as solucdes de
nanoparticulas funcionalizadas e conjugadas ao controle positivo foram submetidas a duas
etapas de lavagem e ressuspendidas em agua ultrapura.

Ja na placa fornecida pelo kit, foram adicionados 100 pL das solucdes resultantes e
estas foram mantidas a 37°C sob agitacdo durante 1 h. Na sequéncia, cada um dos pocos da
placa foi lavado e 100 pL do conjugado previamente diluido foram adicionados - a fim de
finalizar a estrutura do sanduiche de funcionalizagdo — e mantidos a 37°C sob agitacdo durante
1 h. Por ultimo, cada um dos pocos foi novamente lavado e a eles foram adicionadas as solugdes
denominadas pelo fabricante como substratos A e B — mantidos a 37°C sob agitacdo durante
15 min — e a solucdo de parada. Estes foram entdo lidos em espectrofotdmetro nos
comprimentos de onda de 450 e 630 nm.

Para o kit de diagnéstico de HIV, a metodologia empregada foi semelhante a do kit de
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diagndstico da hepatite C, entretanto para esse ndo foi necessario diluir o conjugado. As
solucBes passaram por duas etapas de centrifugacdo, foram ressuspendidos em 100 pL de agua
ultrapura e a elas foram adicionados 100 pL das solucdes do controle positivo diluidos, no
diluente de amostras fornecido no kit, nas razdes de 1:100, 1:1000, 1:10.000 e 1:100.000 e
mantidas a 37°C sob agitacdo durante 1 h. Apds esse periodo, as solugdes de nanoparticulas
funcionalizadas e conjugadas ao controle positivo foram submetidas a duas etapas de lavagem
e ressuspendidas em agua ultrapura.

Assim como no Kit anterior, na placa foram adicionados 100 pL das solucbes
resultantes e estas foram mantidas a 37°C sob agitacdo durante 1 h. Na sequéncia, cada um dos
pocos da placa foi lavado e 100 pL do conjugado previamente diluido foram adicionados e
mantidos a 37°C sob agita¢do durante 30 min. Por Gltimo, cada um dos poc¢os foi novamente
lavado e a eles foram adicionados tanto os substratos A e B — mantidos a 37°C sob agitacédo
durante 30 min — e a solucdo de parada. Estes foram entdo lidos em espectrofotdmetro nos
comprimentos de onda de 450 e 630 nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados aqui apresentados avaliam a influéncia de fatores como o uso de agentes
estabilizantes, polimeros heterobifuncionais e estratégias de funcionalizacdo diferenciadas
frente a dispersdo, formacdo de aglomerados e eficacia de captura da enzima horseradish
peroxidase. Os experimentos focam a obtencéo de uma estratégia viavel para a captura do Zika
virus nas etapas futuras do projeto em que este plano esta inserido. Nesta se¢do sao apresentados

e discutidos os resultados referentes as diferentes etapas demostradas na Figura 28.

Etapa 1 * Caracterizagao;
P * PEG-NH:2 5000 g/mol: numero de particulas por mL;
/77 .
Etapa 2 + PEG-NH:2 5000 g/mol: area superficial;
P « Estabilidade em diferentes meios dispersantes;
Etapa 3 * Quantificacdo de tiodis;
P J - Cinéticas e modelos mateméaticos : HS-PEG-NH2 3500 e 7500 g/mol;
Etapa 4 « Estratégias de funcionalizagdo: captura da HRP;
Etapa 5  Estratégias de funcionalizagdo: estabilidade;
e
Etapa 6 = Testes de diagnostico virais: aplicacdo das estratégias.

Figura 28. Esquematizacdo das etapas empregadas para a estabilizacdo e funcionalizagdo das nanoparticulas de
ouro, a captura da horseradish peroxidase e implementacdo das estratégias de funcionalizagcdo nos kits de
diagndstico virais.

5.1 CARACTERIZACAO DAS SOLUCOES DE NANOPARTICULAS DE OURO

A primeira etapa do presente trabalho caracterizou as solugdes coloidais de AuNPs,
visando a comparagdo entre as informagfes fornecidas pelo fornecedor e as obtidas
experimentalmente, como os comprimentos de onda maximo (Amax) € 0s diametros das AuNPs,
Tabela 6. Esses parametros puderam ser observados, uma vez que as nanoparticulas apresentam

comprimentos de onda maximo caracteristicos, variando entre 520 nm — para as nanoparticulas
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de 20 nm - e 550 nm — para as de 80 nm — entretanto na presenca de aglomerados estes sdo
deslocadas (KUMAR; AARON; SOKOLOV, 2008). J& para a verificacdo dos didmetros das
AUNPs, através da técnica de MEV-FEG, foram medidas as dimensdes de um total de 20

nanoparticulas para cada uma das solucdes de AuNPs.

Tabela 6. InformacGes fornecidas pela Sigma-Aldrich para cada uma das solug@es coloidais de AuNPs (Disponivel

em: <https://www.sigmaaldrich.com> Acessado em jan. 2019.)

Diametro das | Diametro experimental Concentracgéo das Amax (NM) | Amax €Xperimental
AuNPs (nm) das AuNPs (nm) AuNPs (particulas/mL) (nm)

20 173-215+1,49 6,54x10M 518-522 520

40 35,8 -42,7+ 2,97 7,2x10%° 529-533 530

80 74,1-101,4 + 10,69 7,8x10° 551-557 550

Os Amax foram confirmados por meio da aquisicéo dos espectros de extincéo (absorgéo
e espalhamento) na regido do visivel das solu¢des coloidais de AuNPs, (Figuras 29 A-C). Além
disso, como pode ser observado na mesma figura pelas imagens de microscopia eletrnica de
varredura por emissdo de campo, a presenca de aglomerados foi evidenciada nas trés solucdes
coloidais de AuNPs. Sendo assim, nas etapas 1, 2 e 3, visou-se minimizar a quantidade desses
aglomerados através da estabilizacdo das nanoparticulas através de diferentes variedades de
PEG.
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Figura 29. Espectros de absor¢do e imagens de MEV-FEG das solugdes coloidais de nanoparticulas de ouro de
A) 20 nm, B) 40 nm, C) 80 nm.

5.2 ESTABILIZAGAO DAS SOLUCOES DE NANOPARTICULAS DE OURO

5.2.1 Uso de polietilenoglicol amino terminal para a modificacdo das superficies das
nanoparticulas em solucao

Seguindo o protocolo de estabilizacdo apresentado por Ling, Jiang, Zhang, (2013)
descrito na pagina 49, a etapa 1 teve como objetivo avaliar a forma como a estabilizacdo baseada
na proporcao entre o numero de particulas/mL e a concentracdo de PEG-NH2 5000 g/mol
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influenciaria no didmetro medio das nanoparticulas de ouro em solucéo.
Na Tabela 7 sdo apresentados os parametros o volume de cada uma das solugbes
coloidais de AuNPs, apos estas serem diluidas na razdo 1:10 (v/v), aléem da concentracdo e o

volume de PEG-NH; empregado nesta etapa.

Tabela 7. Relacéo entre nimero de particulas/mL e concentracdo de PEG-NH, 5000 utilizada na etapa 1 (adaptado
de LING; JIANG; ZHANG, 2013).

Tamanho das | Volume solugéo Concentracéo de Volume solucéo
AUNPs (hm) | de AuNPs (mL) PEG-NH25000 (ug/mL) | PEG-NH25000 (mL)
20 0,20 1000 0,60
40 0,20 100 0,60
80 0,20 10 0,60

Por meio da técnica de DLS, o diametro médio das nanoparticulas de ouro antes e apds

a estabilizacdo foi medido, sendo estes apresentados na Tabela 8. Para isso foram verificadas

as dimensdes de uma amostragem de 300 AuNPs.

Tabela 8. Didmetros médios para as solugdes coloidais de AuNPs antes e apds a estabilizacdo realizada durante a

primeira etapa.

Tamanho das | Concentragdo de | Didmetro antesda | Diémetro apos a

AuNPs (nm) | PEG-NH: (pug/mL) | estabilizagdo (nm) | estabilizagdo (nm)
20 1000 166,21 + 48,38 91, 65 + 15,91
40 100 149,93 + 31,91 133,95 + 36,76
80 10 119,92 + 41,96 138,45 + 48,96

De modo geral, observou-se que apenas para a solu¢do contendo particulas com
diametro de 20 nm, na qual foi utilizada a concentracdo de 1000 pg/mL houve reducdo
significativa do diametro dos aglomerados, passando de 166,21 + 48,38 nm para
91,65 + 15,91 nm. Este caso pode estar relacionado com o fato das concentragdes de 100 e
10 pg/mL serem insuficientes para a estabilizacdo das solu¢des com particulas de 40 e 80 nm
de didmetro, apesar da proporcdo desenvolvida por Ling, Jiang, Zhang, (2013), descrito na
pagina 49, ter sido mantida. Sendo assim, para a etapa 2 e as demais na sequéncia, a estratégia
de estabilizacdo foi adaptada, baseando-se na area superficial total de cada uma das solucdes
coloidais.

Para o calculo das areas superficiais totais, empregada para a etapa 2 e as demais na
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sequéncia, foi necesséria a aproximagdo da geometria das nanoparticulas com esferas,

equacéo 4.

Agyp = 4% % Ny 1, (Eq. 4)
Onde:
Agup — Area superficial total (m?/mL)
r — Raio da nanoparticula (m)

Ny /m1, — NUmero de nanoparticulas por mL (particulas/mL)

Ap0s o célculo da area superficial total, as proporgdes entre 0s volumes de cada uma

das solucgdes coloidais e de PEG foram recalculadas, sendo estas apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9. Relacdo entre as &reas superficiais das nanoparticulas que compdem as solugdes coloidais e as
proporgdes entre 0s volumes das solugdes de nanoparticulas e PEG-NH; 5000 (adaptado de LING; JIANG;
ZHANG, 2013).

Tamanho das Avrea superficial Volume solucéo nanop. | Volume PEG
AUNPs (nm) (m?/mL) (mL) (mL)

20 8,21x10* 0,102 0,50

40 3,60x10* 0,230 0,50

80 1,57x10* 0,528 0,50

Na etapa 2, a fim de avaliar o melhor meio dispersante, as trés solucdes coloidais de
nanoparticulas de ouro foram estabilizadas com PEG amino terminal (1000 pug/mL) e mantidas
em agua ultrapura, solugdes de citrato de sodio (38,8 mmol/L), cloreto de sddio (0,05 mmol/L),
tampdo fosfato de sédio (PBS) (0,1 mol/L, pH 7,4) e polietilenoglicol amino terminal 5000
g/mol (1000 pg/mL). A estabilidade das solugdes resultantes foi avaliada por meio da medigao
dos valores de extingdo destas durante os tempos 0; 2,5; 5,5; 8,5; 12; 24 e 48 h, este Gltimo
apenas para as condi¢des que se mantiveram estaveis no periodo de 24 h (Figura 30 A-C).

Os meios e os tempos avaliados foram escolhidos a partir de estudos como o0s
desenvolvidos por Manson, Kumar e Meenan (2011) e por Wang et al. (2014). No primeiro, 0s
autores avaliaram a estabilidade de solugdes de AuNPs funcionalizadas com diferentes
concentragdes de PEG tiolado - de massa molar 5000 g/mol - em meios como &gua ultrapura,
solugéo salina tamponada com fosfato (PBS), solugéo salina tamponada com fosfato contendo

albumina de soro bovino (PBS/BSA) e diclorometano (DCM). Uma relacéo linear foi observada
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entre a concentracdo de PEG utilizada e a estabilidade em agua e em DCM, diferentemente do

comportamento em PBS e PBS/BSA. Enquanto que no segundo, os autores avaliaram a

influéncia de solucBes tamponadas em diferentes pH (4, 7, 8 e 10), 4gua ultrapura e PBS sobre

a estabilidade de AuNPs sintetizadas com os agentes redutores citrato de sodio e brometo de

cetiltirmetilamonio (CTAB). De acordo com o0s autores, ambas as solugfes coloidais

sintetizadas se mantiveram estaveis em agua ultrapura e em PBS durante todo o periodo de

testes (168 h).
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em diferentes meios dispersantes.
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Na Figura 30, observou-se que independentemente do didmetro das particulas em
solucdo, 0 meio dispersante em que a absorvancia destas se manteve e, portanto, 0 meio em que
as nanoparticulas se mantiveram estaveis por mais tempo, foi 0 meio composto por agua
ultrapura, assim como observado nos estudos desenvolvidos por Manson, Kumar e
Meenan (2011) e Wang et al. (2014).

Foram realizadas imagens, a partir da ténica de MEV/FEG, dos padr@es de 20, 40 e
80 nm nos tempos de 0; 12 e 24 h de contato com 0 meio dispersante enquanto que as solucdes
modificadas foram avaliadas apenas para os tempos de 12 e 24 h, periodo em que os demais
meios avaliados ocasionam a perda da estabilidade das solu¢bes de AuNPs modificadas,
diferentemente do comportamento observado para a &gua ultrapura.

As imagens obtidas tanto para os padrées quanto para as solu¢des modificadas, podem
ser observadas nas Figuras 31 e 32 - aumento de 50.000 vezes — na Figura 33 - aumento de
20.000 vezes.

Figura 31. Nanoparticulas de 20 nm: A) controle, B) tempo 12 h, C) tempo 24 h; Modificadas com PEG-NH,
5000 g/mol, D) tempo 12 h, E) tempo 24 h.
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Figura 32. Nanoparticulas de 40 nm, A) controle, B) tempo 12 h, C) tempo 24 h; Modificadas com PEG-NH,
5000 g/mol, D) tempo 12 h, E) tempo 24 h.

Figura 33. Nanoparticulas de 80 nm, A) controle, B) tempo 12 h, C) tempo 24 h; Modificadas com PEG-NH,
5000 g/mol, D) tempo 12 h, E) tempo 24 h.
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A partir da andlise das imagens, foi possivel observar que houve a formagdo de
aglomerados, tanto nos padrdes quanto nas solu¢cdes modificadas, para todos os tamanhos de
nanoparticulas. Entretanto, quando se compara a dimensdo e a quantidade dos aglomerados
presentes, assim como a sobreposicdo das particulas, houve a reducdo dos trés fatores nas
solucBes com particulas de 20 e 40 nm apds a etapa de estabilizacdo com 1000 pg/mL de PEG
amino terminal. Entretanto, especialmente na solucdo coloidal de 80 nm modificada, foi
observada a formacdo de aglomerados de grande extensdo para ambos 0s tempos avaliados
(Figuras 33 D e Figura 33 E).

Visto que o potencial zeta € uma técnica empregada para a avaliacdo da estabilidade
de suspensdes ja que esse reflete a carga efetiva das particulas, a qual se correlaciona com a
repulsdo eletrostatica entre elas. Quanto maior o potencial zeta, mais provavel que a suspensao
ser estavel, visto que as particulas se repeliriam, superando a tendéncia a aglomeracéao.

Segundo Lu, Kessler (2006), o valor absoluto do potencial zeta deve ser superior a
25mV, para que o coloide seja considerado estabilizado. A Tabela 10 mostra os valores de
potencial e a estabilidade correspondente considerados pelos autores. Entretanto, esses podem

variar de autor para autor.

Tabela 10. Relagdo entre valores de potencial zeta e grau de agregacédo do coloide (adaptado de Lu, Kessler (2006).

Potencial zeta (mV) Agregacéo coloidal
>+ 30 Pouca ou nenhuma

>+15>+ 30 Agregacdo moderada
<+15 Agregacao severa

Sendo assim, a fim de complementar os resultados observados nas Figuras 31, 32 e 33,
os didmetros médios, de uma amostragem de 300 AuNPs e a estabilidade dos padrdes, ou seja,
das solucGes que ndo passaram pela etapa de estabilizacdo e das solu¢des modificadas para 0s
tempos de 12 e 24 h de contato em agua ultrapura foram medidos pelas técnicas de DLS e
potencial zeta (Tabelas 11 e 12).
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Tabela 11. Didmetros médios das solucdes coloidais de AuNPs obtidos na segunda etapa.

Tamanho das Padréo Padrédo Modificada Modificada
12 h de contato | 24 h de contato | 12 h de contato | 24 h de contato
AuNPs (nm)
(nm) (nm) (nm) (nm)
20 nm 128,53 + 48,38 | 175,06 + 33,21 | 116,66 + 45,47 | 91,65 + 15,91
40 nm 149,93 + 31,91 | 135,45+ 43,26 | 167,18+ 37,64 | 192,77 + 51,00
80 nm 124,02 + 32,78 | 119,37 + 33,04 | 130,43 + 48,96 | 125,57 + 44,13
Tabela 12. Potencial zeta das solugdes coloidais de AuNPs obtidas na segunda etapa
Tamanho das Padrédo Padrédo Modificada Modificada
AuNPs (nm) 12h de contato | 24h de contato 12 h de contato |24 h de contato
(mV) (mV) (mV) (mV)
20 nm -18,99 + 4,42 | -16,89 + 3,38 -14,07 + 4,59 -12,18 + 2,66
40 nm -13,43+3,63 | -12,61+ 4,74 -13,97 + 4,10 -9,09 + 2,96
80 nm -17,84 + 4,22 | -15,00 + 4,74 -16,77 + 3,86 -15,46 + 4,21

Através da analise das Tabelas 11 e 12 foi possivel observar que o didmetro médio dos

aglomerados foi maior na solugéo padréo de 20 nm, diferentemente dos demais padrées. Em
relacdo as solu¢des modificadas, apesar de ter sido realizada a etapa de estabiliza¢do, houve o
aumento do diametro dos aglomerados para as solu¢fes de AuNPs de 40 e 80 nm. Esse evento
provavelmente se deve a adsorcdo do PEG amino terminal sobre a supericie dos aglomerados,
fato destacado pelo aumento do potencial zeta durante o periodo de 24 h (Tabela 12), indicando
0 recobrimento da superficie dos coloides (LIOPO et al. 2012). O mesmo tipo de
comportamento também pbde ser observado para a solugdo modificada de 20 nm.

O valor maior do potencial zeta também pode ser observado para as solugdes padrdo
quando em contato com a agua ultrapura. Esse fato provavelmente esta relacionado com a
substituicdo das moléculas de citrato de sddio, agente responsavel pela estabilidade das
solugdes, por moléculas de dgua (LIOPO et al. 2012; RIBEIRO, 2015).

Sendo assim, uma vez que ndo houve melhora significativa na dispersdao das
nanoparticulas usando PEG-NH2 5000 g/mol, para a terceira etapa, dois polimeros de diferentes
massas molares contendo grupamentos amino e tiol foram selecionados para os testes seguintes,
devido a facilidade de formacéo da ligagéo forte entre o tiol e 0 ouro e também pela estabilidade
dos bioconjugados destes. Os polimeros empregados consistem em variedades de

polietilenoglicol modificado (HS-PEG-NH,) de massas molares iguais a 3500 e 7500 g/mol.
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5.3 USO DE POLIETILENOGLICOL HETEROFUNCIONAL PARA A MODIFICACAO
DA SUPERFICIE DAS NANOPARTICULAS DE OURO

A etapa 3 visou-se estabelecer a cinética de adsorcao, determinar as concentracfes
Otimas de ambos os polimeros para cada uma das solugfes coloidais e elaborar modelos
matematicos por meio do software Matlab para as solugdes contendo nanoparticulas de 20, 40
e 80 nm.

5.3.1 Cinéticas de adsorcdo para as solucdes coloidais de AuNPs modificadas com
polietilenoglicol heterobifuncional

A terceira etapa foi iniciada com a solucdo coloidal contendo particulas de 20 nm e
para esta foram avaliadas concentracdes entre 0,25 a 5 mg/mL para o HS-PEG-NH2 3500 g/mol
e entre 1,2 a 5 m/mL para o0 HS-PEG-NH; 7500 g/mol. As concentra¢des adsorvidas foram
estimadas nos tempos de 2 e 12 h pelo método clorimétrico, a fim de verificar a influéncia do
tempo de ensaio sobre a adsor¢do e determinar o melhor tempo para as demais solucgdes
coloidais (Figuras 34 A e B).
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Figura 34. Cinéticas de adsorcao para as particulas de 20 nm com HS-PEG-NH; 3500 g/mol (A) e HS-PEG-NH;
7500 g/mol (B).

O tempo de 2 h foi selecionado para as demais analises, uma vez que 0 aumento

observado na adsor¢do ndo compensaria 0 tempo de ensaio prolongado. Sendo assim, as
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cinéticas para as solugbes contendo particulas de 20, 40 e 80 nm de diametro foi realizada
apenas para o tempo de 2 h (Figuras 35 A-B e Figuras 36 A-B).
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Figura 35. Cinéticas de adsorcdo para as particulas de 40 nm (A e B), onde: A) ® 40 nm, HS-PEG-NH, 3500 g/mol,
2 h; B) ® 40 nm, HS-PEG-NH, 7500 g/mol, 2 h.
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Figura 36. Cinéticas de adsorcéo para as particulas de 80 nm (A e B), onde: A) ® 80 nm, HS-PEG-NH, 3500 g/mol,
2 h; B) ® 80 nm, HS-PEG-NH, 7500 g/mol, 2 h.

A partir da analise das inclinacGes das retas desenvolvidas nos graficos de adsorcao,
ou seja, da relagdo entre a concentracéo inicial e da adsorvida e levando-se em consideracao o

fator econdbmico na presenga de inclinacBes semelhantes, a determinag¢do das concentragdes
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Otimas de HS-PEG-NH. 3500 e HS-PEG-NH2 7500 para cada uma das soluces de
nanoparticulas foi possibilitada.

As concentracdes Otimas, estimadas atraves dos fatores ja mencionados, foram de
1,5 mg/mL, 5 mg/mL e 6 mg/mL de HS-PEG-NH2 3500 para as AuNPs de 20, 40 e 80 nm e
de 1,2 mg/mL, 2,5 mg/mL e 5 mg/mL de HS-PEG-NH2 7500 respectivamente.

A fim de comprovar a eficiéncia dos métodos (colorimétrico e cromatogréfico) de
quantificacdo de grupos sulfidrilicos, as concentracdes adsorvidas de ambos 0s polimeros para
cada uma das solugdes coloidais de AuNPs quando modificadas com as concentracdes descritas
na Tabela 13, foi analisada por ambas as metodologias. Os resultados, juntamente com o desvio
padrdo entre os métodos, sdo apresentados na Tabelas 13.

Tabela 13. Concentragfes adsorvidas de HS-PEG-NH; 3500 e HS-PEG-NH; 7500 pelas AuNPs estimadas por
meio dos dois métodos de quantificacdo de grupos sulfidrilicos

HS-PEG-NH; 3500 HS-PEG-NH: 7500
Tamanho s - . o e .
das AUNPS Colorimétrico | Cromatogréafico| Desvio | Colorimétrico | Cromatografico| Desvio
(nm) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)| (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
20 nm 0,319 0,434 0,081 0,199 0,389 0,134
40 nm 1,620 1,911 0,206 0,911 0,944 0,023
80 nm 2,995 2,706 0,205 1,609 1,488 0,086

Uma ampla gama de concentracdes de PEG tiolado visando a estabilizacdo de solucdes
de AuNPs podem ser encontradas na literatura, podendo esta ser observada na faixa de
microgramas (TAKAE et al.; 2005), miligramas (LING; JIANG; ZHANG, 2013;
SIRIWARDANA et al.; 2014) ou ainda em gramas (CIAURRIZ et al., 2017). Dentre os
principais fatores relacionados a ampla faixa de concentracdes observadas estdo a massa molar,
as terminacgdes, o tamanho da cadeia polimérica e, consequentemente, a conformacdo das
moléculas de PEG adsorvidas (LING; JIANG; ZHANG, 2013). Além disso, o didmetro das
nanoparticulas e a concentracdo das solugdes coloidais também sdo levados em conta.

Sendo assim, apesar de ndo haver um consenso sobre a concentracdo ideal de PEG
tiolado para a estabilizacdo de AuNPs com diferentes tamanhos, as concentragcdes 6timas no
presente trabalho encontram-se dentro da faixa apresentada na literatura (LING; JIANG;
ZHANG, 2013; SIRIWARDANA et al.; 2014).
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5.3.2 Modelos matematicos

Tendo em vista a determinagdo de uma relacdo entre o didmetro das AuNPs, a
concentracdo inicial de PEG empregada e a concentracdo adsorvida pelas nanoparticulas para
ambas as variedades de PEG tiolados, modelos matematicos e equacdes foram desenvolvidos
utilizando a ferramenta Curve Fitting do software Matlab. Os modelos e equac¢bes podem ser
observados na Figura 37 A-C e nas Equacdes 5 e 6.

A escala de cores dos modelos, do azul ao vermelho, esté relacionada com o aumento
da concentracdo adsorvida de PEG pelas AuNPs. Conforme o aumento da adsor¢édo, maior a
tendéncia para o vermelho, quanto menor, para o azul. Apesar das maiores adsorcdes serem
observadas nas regides em vermelho estas se encontram nas maiores concentracfes inicias,
dessa forma as razdes obtidas entre as concentragdes empregadas nestas sao semelhantes ou
inferior as observadas nas regides em azul. Nessa, razdes maiores sao obtidas, uma vez que as
concentracgdes iniciais também sao pequenas.

Além disso, foi possivel observar a influéncia das concentra¢Ges iniciais sobre a
concentracdo de PEG adsorvida pelas nanoparticulas de 20, 40 e 80 nm. Para os trés gréaficos
observou-se a estabilizacdo da concentracdo adsorvida pelas nanoparticulas com o aumento da
concentracdo inicial e com 0 aumento da massa da cadeia polimérica. Segundo Jokerst et al.,
(2011) e Rahme et al. (2013), tal evento pode estar relacionado com a relagdo entre a massa da
cadeia polimérica e o nimero de ligantes proporcionado por ela, uma vez que quanto maior a
cadeia, maior o impedimento estérico entre elas e consequentemente menor o0 nimero de
ligantes. Sendo esse ultimo, o responsavel pela estabilizacdo na adsorc¢éo.

Da mesma forma o aumento no nimero de ligantes e, consequentemente, a reducao da
massa da cadeia polimérica, possibilita que maiores concentragdes sejam adsorvidas, (regides
em vermelho). Este fato foi acentuado para a solucdo de AuNPs de 20 nm, uma vez que a
estabilizacdo ocorre até a concentracdo previamente definida como 6tima e em concentracdes
maiores o impedimento estérico, proporcionado pelo aumento das cadeias poliméricas, faz com
que a a adsor¢édo de PEG seja dificultada.

Atraves das equacBes propostas visa-se a obtengdo de curvas que relacionem a
concentracdo inicial, a massa da cadeia polimérica e a concentracdo adsorvida de diferentes
variedades de PEG tiolados quando em contato com solucdes de AuNPs de 40 e 80 nm
(Equacdes 1 e 2). Ja para a solucéo coloidal de AuNPs de 20 nm, embora o software apresente

distintas formas de aproximacdo, nenhuma dessas gerou uma equagao que se adequasse ao
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comportamento de adsorcéo apresentado. Sendo assim, por causa disso e pelas concentragoes

adsorvidas de PEG que se aproximaram dos limites de deteccdo dos métodos de quantificagéo,

nas etapas 4, 5 e 6 foram estabilizadas e empregadas na captura da enzima HRP apenas as
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Figura 37. Modelo matematico para as nanoparticulas de 20 nm. (A), 40 nm (B) e 80 nm (C).

Concentragio adsorvida (mg/mL) = 0,001005 + 0,3927x + 3,334e %%y (Eq. 5)
-0,004064x? -2,557e %xy

Concentracio adsorvida (mg/mL) = -0,6171 + 0,7596x + 5,317e %%y (Eq. 6)
-0,01047x2% -2,123e%xy

Onde:
x: Concentracgdo inicial (mg/mL);
y: Massa molecular da cadeia polimérica.

Através de ambas as relacbes desenvolvidas, espera-se que seja possivel pré-
determinar o comportamento das solucGes coloidais de 40 e 80 nm quando em contato com

diferentes variedades de PEG tiolados, sem a necessidade da realizacdo de novos testes
cinéticos.

5.3.3 Modificagdo das superficies com as concentracdes Otimas de polietilenoglicol
heterobifuncional

Uma vez definidas as concentracdes 6timas de ambos os polimeros, foram feitas
imagens em MEV/FEG e MET, analises de potencial zeta e DLS das solucdes de 20, 40 e 80
nm ap06s a modificacdo. Foi avaliado o recobrimento da superficie das nanoparticulas pelos

filmes poliméricos e a dispersdo dessas nos tempos de 12 e 24 h de contato com o0 meio



dispersante previamente definido.
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As imagens em MEV-FEG podem ser observadas na Figuras 38 (A-D aumento de

100.000 vezes e E-L aumento de 50.000 vezes) e as imagens de MET na Figura 39 A-H. Os

diametros meédios de uma amostragem de 300 AuNPs estimados a partir da técnica de DLS e

0s potencias zeta podem ser observados na Tabela 14 para o HS-PEG-NH2 3500 g/mol e na
Tabela 15 para 0 HS-PEG-NH: 7500 g/mol.

Tabela 14. Diametros médios e potenciais zeta medidos para as solugdes coloidais de AuNPs estabilizadas com
HS-PEG-NH2 3500 g/mol

Tamanhos | Didmetro médio para | Potencial zeta | Diametro médio para | Potencal zeta
AUNPs 12 h de contato (nm) (mV) 24 h de contato (nm) (mV)
20 nm 93,64 + 2,87 -6,70 + 2,89 61,05+ 1,43 -2,22 + 0,67
40 nm 14432+217 | 113924531 853642371 -5,95+4,44
80 nm 80,94 + 23,21 8854416 | 10810+2850 | 612+228

Tabela 15. Didmetros médios e potenciais zeta medidos para as solugdes coloidais de AuNPs estabilizadas com
HS-PEG-NH2 7500 g/mol

Tamanho Didmetro médio para | Potencial zeta | Didmetro médio para | Potencial zeta
AuUNPs (nm) | 12 h de contato (nm) (mV) 24 h de contato (nm) (mV)
20 44,70 + 21,76 -9,69 + 5,04 57,74 + 3,86 -2,00 + 0,72
40 41,75 + 10,30 -4,68 + 1,98 67,60 + 1,80 -5,77+0,42
80 118,41 + 1,63 -1,10+2,78 100,07 + 48,37 -3,07+ 1,39




Figura 38. Imagens de MEV/FEG, (A) 20 nm com PEG 3500, t=12 h; (B) t=24 h; (C) 20 nm com PEG 7500, t=12 h (D) t=24 h; (E) 40 nm com PEG 3500,
t=12 h; (F) t=24 h; (G) 40 nm com PEG 7500, t=12 h (H) t=24 h; (1) 80 nm com PEG 3500, t=12 h; (J) t=24 h; (K) 80 nm com PEG 7500, t=12 h (L) t=24 h
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Figura 39. Imagens de MET, (A) Padrdo 20 nm; (B) 20 nm com PEG 3500; (B) 20 nm com PEG 7500; (D) Padrao
40 nm; (E) 40 nm com PEG 3500; (F) 40 nm com PEG 7500; (F) Padrdo 80 nm; (G) 80 nm com PEG 3500; (H)
80 nm com PEG 7500.

Ambas as variedades de PEG formam uma camada protetora Unica na superficie do
nanoparticulas, sendo esta possivelmente a responsavel pela repulsdo entre as particulas e pela
reducdo na formacdo de aglomerados (LIU et al., 2007; LING; JIANG; ZHANG, 2013). As
espessuras dos filmes poliméricos sobre a superficie das nanoparticulas de ouro estabilizadas
foram medidas e essas foram comparadas com as solugdes padrao, ou seja, as solucdes que ndo

passaram pela etapa de estabiliza¢do. Para as solu¢des de AuNPs padréo de 20, 40 e 80 nm as
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medicOes destacaram filmes de 0,32 + 0,18 nm, 0,33 + 0,09 nm e 1,6 + 0,94 nm,
respectivamente. Esses filmes podem estar relacionados com a presenca de moléculas de citrato
de sddio, solucdo em que as AuNPs sdo comercializadas ou ainda pela troca destas moléculas
por moléculas de agua. Ja para as solucdes de AuNPs estabilizadas com as variedades de PEG
tiolados, foi possivel observar a formacdo de filmes mais espessos, sendo esses de
0,64 +0,12 nm, 1,71 + 0,75 nm e 6,29 + 2,37 nm para as AuNPs de 20, 40 e 80 nm modificadas
com HS-PEG-NH> 3500 g/mol e de 0,72 + 0,28 nm, 0,67 + 0,22 nm e 3,34 + 1,39 nm para as
AUNPs de 20, 40 e 80 nm modificadas com HS-PEG-NH; 7500 g/mol. Entretanto, apesar da
adsorcdo dos polimeros ter sido evidendiada, ndo foi possivel observar a formacdo de uma
camada mais espessa quando empregado o polietilenoglicol de maior cadeia, o0 PEG 7500,
assim como apontado por Ling, Jiang, Zang (2013). Os autores avaliam a influéncia da massa
molar de quatro variedades de PEG tiolados sobre a espessura do filme polimérico formado
sobre a superficie de nanoparticulas de ouro de 16 e 26 nm. Para as nanoparticulas menores
foram observados filmes com espessura em nandmetros de 3,398 + 0,298 (PEG 1450), 6,017 +
0,368 (PEG 4600), 8,086 + 0,279 (PEG 8000) e 9,903 + 0,432 (PEG 10000). J& para as maiores
foram observados filmes de 3,444 + 0,411 (PEG 1450), 6,096 + 0,349 (PEG 4600), 7,974 +
0,397 (PEG 8000) e 10,032 + 0,387 (PEG 10000).

A partir das analises das imagens de MEV/FEG e dos didmetros medios estimados
pela técnica de DLS, foi possivel observar que houve melhora na dispersdo das particulas das
trés solugdes coloidais, quando comparada aos valores obtidos nas etapas 1 e 2 (paginas 64 e
70), apesar de ainda ter sido observada a formacéo de aglomerados (Figura 38 | - L). Entretanto,
diferentemente dos testes anteriores, o afastamento entre as particulas é evidenciado,
comprovando a repulsdo eletrostatica entre elas ocasionada pela adsorcdo de ambos 0s
polimeros.

Em relacdo aos valores de potencial zeta apresentados nas Tabelas 14 e 16, estes
corroboram com a adsorcao de ambos os polimeros sobre a superficie das nanoparticulas. Uma
vez que quando comparados aos valores das solucdes padrdo, apresentados na Tabela 12
(pagina 70), ha um aumento acentuado para todas as condigdes avaliadas, indicando a interacdo
entre os polimeros e as nanoparticulas e, consequentemente, o recobrimento da superficie dos
coloides.

Wang et al. (2013) avaliaram a influéncia de trés variedades de PEG tiolados (PEG
2000, PEG 5000 e PEG 20000) sobre o potencial zeta de nanoparticulas de 30 nm inicialmente

estabilizadas com citrato de sodio. De acordo com 0s autores, 0s potenciais zeta aumentaram
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significativamente com o aumento da cadeia polimérica de PEG. Os potenciais aumentaram de
cerca de -50,0 mV da condicédo inicial para -11,2, -3,8 e -2,7 mV quando empregados 0s
PEG 2000, PEG 5000 E PEG 20000, respectivamente. Ainda segundo os autores, este fato esta

relacionado com a maior espessura da camada de PEG em torno das nanoparticulas de ouro.

5.4 AVALIACAO DE DIFERENTES ESTRATEGIAS DE FUNCIONALIZACAO

Apos a funcionalizagdo das nanoparticulas, foi avaliada a captura da macromolécula
HRP. Na etapa 4 foram empregadas as solu¢des coloidais de AUNPs de 40 e 80 nm, devido ao
fato destas apresentarem resultados mais promissores tanto em relacdo da dispersdo das
particulas, como por ter sido possivel estabelecer um modelo matematico para o
comportamento de adsorcao destas.

Uma representacdo esquematica das diferentes estratégias e os resultados obtidos, a
partir da medicéo indireta de HRP presente nos sobrenadantes das amostras, pelo método
enzimatico baseado na oxidacdo do ABTS, nos dois tempos definidos, sdo apresentados nas

Figuras 40 A e F para as nanoparticulas de 40 e 80 nm.
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Figura 40. Representacdo esquematia das estratégias empregadas, (A) estratégias | e Il e (B) estratégias Il e
IV. ConcentracBes de enzima capturada para cada uma das estratégias de funcionalizagdo nos tempos de 2h (C)
e 12h (D) para as nanoparticulas de 40 nm e nos tempos de 2h (E) e 12h (F) para as nanoparticulas de 80 nm.

Através da andlise dos graficos presentes na Figura 40, foi possivel verificar que houve

diferenca significativa na captura proporcionada pelas estratégias I e 11 quando comparadas com

as estratégias 1l e IV tanto com a solucédo coloidal de 40 nm guanto com a de 80 nm para as

diferentes concentracdes da enzima, especialmente para as concentracfes de 100 e 200 ng/ de

HRP. Sendo assim, a potencialidade de ambas estratégias para a captura de diferentes antigenos,

a partir da troca dos anticorpos, foi evidenciada.

Em relacdo aos tempos avaliados, apesar da maior captura ter sido evidenciada na

Figura 40 D, para a concentragéo de 200 ng/mL de HRP, o0 mesmo néo foi observado com as

nanoparticulas de 80 nm. Para essas, 0 comportamento tanto para o tempo de 2 h quanto para

12 h foi semelhante, apesar dos desvios elevados de algumas condicGes. Dois fatores podem ter
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contribuido para isso, sendo eles a diluigdo da solugdo de anticorpos anti-HRP estabelecida e a
adsorcdo de polietilenoglicol pelas nanoparticulas de 80 nm ter sido semelhante para ambos 0s
tempos.

Assim como relatado por Puertas et al. (2011) e Sasha et al. (2017), a relacéo entre as
concentragcOes de enzima e de seu respecticvo anticorpo sdo de carater imprescindivel para a
eficécia da estratégia de funcionalizacdo empregada. Uma vez que quando ndo ha regibes Fab
suficientemente expostas, a captura e, consequentemente, a eficiéncia da estratégia €
prejudicada. Assim como foi relatado para a situacdo oposta, quando ha muitas regides Fab
expostas durante a imobilizagdo, o reconhecimento do antigeno € dificultado.

Dessa forma, o0 comportamento de captura observado para solugdes de 80 nm perante
as diferentes estratégias, pode estar relacionado com a elevada dilui¢cdo da solucéo de anticorpos
anti-HRP empregada (1:500). Esta aparenta ter sido o fator limitante neste ensaio, uma vez que
as concentracOes capturadas ndo foram influenciadas pelo tempo de contato entre as solucdes
funcionalizadas e o antigeno apesar das variadas estratégias, diferentemente do observado para
as solucdes de 40 nm.

Em relacdo a adsorcao de polietilenoglicol heterobifuncional, estas foram avaliadas
para os dois tempos definidos, tanto para as solugdes de 40 nm quanto de 80 nm. Inicialmente
foi utilizado o método colorimétrico e na sequéncia, a fim comprovar os dados observados, com
0 método cromatografico. A comparacao entre as concentracfes adsorvidas pode ser observada
nas Figuras 41 A-D.
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Figura 41. Concentragdes de polietilenoglicol heterobifuncional adsorvida para cada uma das estratégias nos
tempos de 2 h (A); 12 h (B) para nanoparticulas de 40 nm e nos tempos de 2 h (C); 12 h (D) para as nanoparticulas
de 80 nm.

Assim como foi observado para a captura da enzima HRP, a adsor¢do de ambos 0s
polimeros proporcionada pela metodologia das estratégias I e 11, foi superior as demais para a
solucdo coloidal de 40 nm. O mesmo foi observado para a solucdo de 80 nm, apesar das
diferencas entre as concentracdes adsorvidas pelas estratégias | e Il em relacéo as adsorvidas
pelas estratégias Il e IV ndo terem sido tdo significativas quanto o observado nas
Figuras 41 A e B.

Estes fatos corroboram com a influéncia da adsorcdo de polietilenoglicol sobre a
eficcia das estratégias, visto que para a solucdo de 40 nm, a qual apresentou a maior
diferenciacdo entre as quatro estratégias para a captura da enzima, também apresentou maiores
concentracOes adsorvidas dos polimeros, tanto para a estratégia | quanto para a Il (Figuras 40
CeDeFiguras41 A e B).

Sendo assim, amostras preparadas empregando as estratégias | e Il foram submetidas
aandlises de DLS e potencial zeta, a fim de avaliar os didmetros médios das AuNPs e confirmar
a adsorcéo do PEG e dos anticorpos sobre a superficie das nanoparticulas. Para isso, o tempo
de estabilizacgdo foi fixado em 2 h, visto que os resultados obtidos para o tempo de 12 h, apesar
de superiores, ndo justificariam o tempo de ensaio prolongado. Apds a estabilizacéo, as solucbes
resultantes foram mantidas em agua ultrapura durante 12 h. Os dados obtidos, para uma
amostragem de 300 AuNPs, podem ser observados nas Tabelas 16 e 17.



Tabela 16. Diametros médios para as solucdes coloidais de AuNPs obtidos na etapa 4

Diametro médio para 12 h de contato com &gua ultrapura
Tamanho AuNPs | Solucdo padréo (nm) Estratégia | (nm) Estratégia Il (nm)
40 nm 149,93 + 31,91 88,98 + 6,86 90,44 + 4,92
80 nm 124,02 + 32,78 95,58 + 11,81 81,81 + 12,22

Tabela 17. Potencial zeta das solucfes coloidais de AuNPs obtidas na etapa 4

Potencial zeta para 12 h de contato com agua ultrapura
Tamanho AuNPs | Solucdo padrdo (mV) Estratégia | (mV) Estratégia Il (mV)
40 nm -13,43 + 3,63 -7,74 + 5,25 -5,50 + 3,33
80 nm -17,84 + 4,22 -11,60 + 1,79 -13,78 +1,01
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Por meio das andlises de DLS, foi possivel comprovar a eficiéncia de ambas as
estratégias quanto a dispersao das particulas. Uma vez que a reducdo dos diametros médios foi
evidente, quando comparados aos medidos para as solu¢des padrdo. Ja na Tabela 17, a qual
representa a medida do potencial zeta dos sistemas anticorpo/PEG/nanoparticulas, ocorreu o
aumento dos valores, indicando que houve a ligacdo anticorpo e PEG e, por ultimo, com as
nanoparticulas.

Ainda foi possivel observar que os valores medidos para a solucdo coloidal de 40 nm
foram semelhantes aos observados na etapa 3, indicando que a modificacéo das superficies ndo
foi dificultada pela insercdo dos anticorpos ao sistema. Entretanto, o0 mesmo tipo de
comportamento ndo foi observado para a solucdo de 80 nm. Nesta apesar do aumento do
potencial zeta, os valores foram inferiores aos observados na etapa 3 (pagina 77), indicando que
o0s anticorpos ndo favoreceram a modificacdo das superficies.

Visto que tanto a dispersdo quanto a modificacdo das superficies foram semelhantes
para a solucdo de 40 nm, imagens em MEV/FEG foram avaliadas para ambas as condi¢cfes
(Figuras 42 A-F).

Ja para a solucdo coloidal de 80 nm, apenas a solu¢do modificada a partir da estratégia
Il foi selecionada. Isso devido ao fato desta estratégia ter apresentado melhores resultados
quanto a dispersdo das particulas e potencial zeta semelhante ao obtido pelas amostras
modificadas com a estratégia I.

A fim de comparar a solugdo de 80 nm funcionalizada em laborat6rio com uma solugédo
de nanoparticulas de ouro comercializada, apés a etapa de funcionalizacdo, imagens de
MEV/FEG destas e de um padrao adquirido da empresa Nanopartz com particulas de 75 nm

foram feitas. O padrdo foi diluido para que as concentra¢fes de ambas as solucdes fosse a
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mesma. As imagens sdo apresentadas na Figura 43 A-F.

L
A

Figura 42. Solucdo de nanoparticulas de ouro de 40 nm ap6s a modificacdo com a estratégia | nos aumentos de
20000 vezes (A), 50000 vezes (B) e 100000 vezes (C) e modificadas com a estratégia Il nos aumentos de 20000
vezes (D), 50000 vezes (E) e 100000 vezes (F).

A analise da Figura 42 corrobora com a melhora na dispersdo das particulas, apontada
pela técnica de DLS, de ambas as condicGes. Nestas imagens apesar de terem sido observados
pequenos aglomerados, a dimensdo destes € inferior as monocamadas formadas nos testes
anteriores. Dessa forma, € possivel afirmar que além dos anticorpos agregarem especificidade
ao sistema, esses contribuiram para a modificacdo e consequentemente, para a repulsdo entre

as particulas.
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Figura 43. Solugdo de nanoparticulas de 80 nm apds a modificagdo com a estratégia 11 nos aumentos de 10000 vezes
(A), 20000 vezes (B) e 50000 vezes (C). Padrao funcionalizado (75 nm) Nanopartz nos aumentos de 10000 vezes (D),
20000 vezes (E) e 50000 vezes (F).

Através da analise das imagens de MEV/FEG apresentadas na Figura 43, pode-se
observar a semelhanca entre a dispersdo da amostra modificada em laboratdrio e o padrdo
comercializado pela empresa Nanopartz, principalmente nas imagens com 0s aumentos de
10000 (43 A e 43 D) e 20000 vezes (43 B e 43 E). Ja nas imagens com 0 aumento de
50000 vezes foram observados aglomerados pequenos, mas com uma maior quantidade de
particulas na solu¢cdo modificada em laboratério do que no padrdo comercializado, indicando

que ainda é necessario melhorar a técnica empregada na estratégia I1.

5.4.1 Avaliacdo da eficiéncia de captura das diferentes estratégias de funcionalizacéo

Com a melhora na dispersdo das particulas ja confirmada para as estratégias | e 11, na
etapa 5 visou-se avaliar outro parametro, a eficiéncia de captura da enzima HRP pelas quatro
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estratégias de funcionalizacdo frente o tempo de armazenagem das solu¢des modificadas. Para
isso, as amostras funcionalizadas durante 2 h foram submetidas a novos testes de captura em
diferentes meses e os resultados obtidos foram comparados com os testes anteriores. Os
comportamentos de adsorcdo das estratégias | a IV para as solugdes coloidais de 40 e 80 nm
podem ser observados na Figura 44 A-D na Figura 45 A-D.
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Figura 44. ConcentracBes da enzima horseradish peroxidase adsorvidas pelas quatro estratégias de
funcionalizacdo em diferentes meses para as nanoparticulas de 40 nm. Estratégia | (A), estratégia Il (B),
estratégia 111 (C) e estratégia IV (D).

O decaimento na habilidade de captura da enzima com o decorrer dos meses para as
solucBes coloidais de 40 nm foi mais evidenciado nas estratégias que capturaram maiores
concentragfes no més inicial, ou seja, nas estratégias | e Il. Para a primeira, a0 empregar a
concentracdo de 200 ng/mL de enzima, por exemplo, a captura da enzima sofreu reducdo de
24% ap0s 7 meses. Na segunda estratégia, a reducdo foi de 22%, enquanto que para a terceira

e para a quarta estratégias, o decimento na habilidade de captura foi de concentragéo de enzima



capturada passou de 18,5% e 27,8% durante 0 mesmo periodo.
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Figura 45. Concentragcbes da enzima horseradish peroxidase adsorvidas pelas a quatro estratégias de
funcionalizacdo em diferentes meses para as nanoparticulas de 80 nm. Estratégia | (A), estratégia Il (B), estratégia

111 (C) e estratégia IV (D).

Assim como observado para as AuNPs de 40 nm, o decaimento na habilidade de

captura da enzima HRP foi observado para as AuNPs de 80 nm perante as quatro estratégias,

entretanto para essas o decaimento foi mais acentuado, especialmente para a estratégia IV. Para

essa ao empregar a concentracdo de 200 ng/mL de enzima, a captura da enzima sofreu reducéo

de 75,9% ap06s 6 meses. Para as demais estratégias os decaimentos na habilidade de captura

foram de 37% (estratégia 1), 49,9% (estratégia Il) e 51,7% (estratégia Il1l) durante 0 mesmo

periodo.

Apesar da reducdo na capacidade de captura da enzima, quando levados em

consideracdo fatores como a dispersdo das particulas, a concentragdo de HRP capturada e a

estabilidade durante diferentes meses, essenciais para que as estratégias possam vir a ser
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implementadas em testes de diagndstico, a estratégia que se mostrou mais promissora foi a

estratégia Il para a solu¢éo contendo nanoparticulas de 40 nm.

5.4.2 Aplicacdes de estratégias de funcionalizacdo em teste de diagndstico virais

Na sexta etapa, buscou-se comparar os resultados obtidos com testes comerciais
utilizando ou n&o nanoparticulas de 40 nm funcionalizadas com a estratégia 11 deste estudo. A
partir do uso desta estratégia visou-se a melhora na sensibilidade do dispositivo ja
comercializado quando as nanoparticulas funcionalizadas fossem adicionadas ao sistema de
diagnostico. As respostas qualitativas obtidas pelos kits utilizados na auséncia e na presenca
das nanoparticulas funcionalizadas, em relagdo ao aumento da dilui¢cdo do antigeno de interesse,

podem ser observadas nas Figuras 46 A-C.

A

1 . .
<» — gt» actrh— >

+ Conjugado

¥ Conjugado marcado Q000

0 Antigeno
Nanoparticula
B C
0,50 0,50 N
0,45 1 € 0,457
0,40 S 0,401
<
0,35 1 ) — 0,351
0,30 | 3 o30 g
0,20 o . . é 0,20
%, i
0,15 1 5 0,151
0,10 T T " T T 0,10 . r . T T
1:100 1:1.000  1:10.000 1:100.000 1:100 1:1.000  1:10.000 1:100.000
Dilui¢cdo do controle positivo Diluicdo do controle positivo

Figura 46. Representacdo da amplificacdo proporcionada pelas nanoparticulas em testes ELISA (A) e resultados
comparativos entre os testes controle (padrdo do kit, sem nanoparticulas) e com nanoparticulas de 40 nm frente a
estratégia Il para deteccdo de (B) HCV e (C) HIV.
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Segundo o fabricante dos kits BIOCLIN, respostas positivas sdo consideradas para
absorvéancias superiores a 0,200. Dentro da faixa controle do kit de hepatite C, diluicdo do
antigeno igual ou superior a 1:1.000 ndo foram detectados. J& quando empregada a solucéo
coloidal de nanoparticulas de 40 nm, a potencialidade desta estratégia pode ser destacada, uma
vez que com a presenca das nanoparticulas funcionalizadas foi capaz de detectar o antigeno em
diluicbes 1000 vezes inferiores a Ultima resposta positiva apresentada pelo kit na auséncia das
nanoparticulas.

Ja para o kit de deteccdo de HIV, apesar de respostas positivas terem sido observadas
tanto na auséncia quanto na presenca das nanoparticulas, quando estas foram adicionadas ao
sistema, a intensidade das absorvancias medidas foi de até 50% superior as absorvancias
observadas para o teste ELISA comercializado nas diferentes diluicdes do controle positivo
fornecido pelo kit.

Dessa forma, assim como destacado por Shawky, Bald e Azzazy (2010), Zhan et al.
(2014), Kim et al. (2017) Lakshmiprya et al. (2016), as nanoparticulas se mostram como uma
grande promessa de atender as rigorosas demandas do laboratério clinico quanto a sensibilidade
e custo-efetividade, e podem ser usadas no futuro em termos de diagnéstico de cuidados,
possibiltando diagndsticos precoces e reduzindo, consequentemente, o nimero de contagios e
0 numero de mortes propiciados por doencas como a hepatite C e a AIDS.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho mostram a importancia do estudo e
desenvolvimento de novas estratégias de estabilizacdo e funcionalizacdo de nanoparticulas de
ouro, uma vez que estas podem aferir propriedades que influenciam diretamente na disperséao e
estabilidade destas. Além disso, atraves da utilizacdo das novas estratégias, o incremento na
sensibilidade de sistemas de diagnostico virais foi possibilitado. Esta aplicacdo poderia vir a
contribuir para o aumento de diagnosticos precoces de doengas como AIDS e Hepatite C e,
consequentemente para a reducdo de mortes ocasionadas por ambas doencas.

Nas etapas 1 e 2, as quais visaram avaliar a estabilidade das solucGes de AuNPs
estabilizadas com PEG amino terminal 5000 g/mol, foi possivel determinar que as
concentracOes definidas ndo foram capazes de modificar a superficie das nanoparticulas.
Embora tenha sido observada a redugdo dos aglomerados em algumas das condigdes testadas,
a melhora na dispersdo das particulas ndo foi evidenciada. Apesar disso, quando estas foram
mantidas em variados meios dispersantes durante os tempos de 0; 2,5; 5,5; 8,5; 12; 24 e 48 h
foi possivel determinar que o meio no qual as soluc@es coloidais se mantiveram estaveis durante
maior tempo foi 0 meio composto por agua ultrapura.

Na etapa 3, inicialmente foi realizada a padronizacdo de métodos de quantificacdo de
sulfidrilas em solucdo e, através deles, as cinéticas das concentracdes adsorvidas de dos
polimeros heterobifuncionais (HS-PEG-NH. 3500 e 7500), os modelos matemaéticos e as
equac0es que relacionaram a concentragdo inicial de PEG tiolado, as concentracfes adsorvidas
pelas AuNPs e as massas das cadeias poliméricas de polietilenoglicol heterobifuncional
puderam ser elaborados. Além disso nesta etapa, através das cinéticas, as concentracdes 6timas
para cada um dos tamanhos de nanoparticulas foram determinadas, sendo estas de 1,5; 5 e 6
mg/mL com o HS-PEG-NH2 3500 e 1,2; 2,5 e 5 mg/mL com o HS-PEG-NH2 7500 para as
solugdes de 20, 40 e 80 nm, respectivamente.

A partir das técnicas de microscopia eletrénica de varredura por emissdo de campo,
espalhamento dindmico de luz e potencial zeta, foi possivel observar a melhora na dispersao
das particulas quando estas foram estabilizadas com as concentra¢des 6timas de HS-PEG-NH>
3500 e 7500, apesar da tendéncia a formacdo de monocamadas, especialmente pelas AUNPs de
80 nm ainda ter sido observada. Contudo, a repulsdo eletrostatica entre as particulas pode ser
demonstrada, comprovando a adsor¢do de ambos os polimeros sobre a superficie das

nanoparticulas.
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Jé& na etapa 4, quando as solugdes coloidais foram funcionalizadas por meio de quatro
estratégias, a potencialidade das estratégias | e I, ou seja, nas que as solugdes poliméricas foram
postas em contato primeiramente com a solugdo de anticorpos anti-HRP, seguida pela adicéo
das solucgdes coloidais de nanoparticulas, foi verificada, uma vez que as concentracdes de
enzima capturada foi préxima ou superior as apresentadas pelas estratégias destacadas na
literatura (estratégias 11l e IV) tanto para as nanoparticulas de 40 nm quanto para as de 80 nm
de didmetro.

Na etapa 5, a eficiéncia de captura da enzima HRP pelas estratégias durante diferentes
meses foi avaliada. Para isso, estas foram submetidas a novos testes durante 2, 3, 4 e 7 meses
para a solucdo de 40 nm e durante 2, 3 e 6 meses para a solugéo de 80 nm, a fim de verificar as
concentracdes de enzima capturada com o decorrer dos meses. Ao empregar a concentracdo de
200 ng/mL de enzima, o decaimento da habilidade de captura foi observado para as quatro
estratégias independentemente do tamanho da nanoparticula empregada. Para as solucdes de
AuNPs de 40 nm, os decaimentos foram de 24% para a estratégia |, de 22% para a estratégia I,
de 18,5% para a estratégia Il e de 27,8% para a estratégia 4 apos 7 meses. Ja para as solucdes
de 80 nm os decaimentos foram mais acentuados, sendo de 37% para a estratégia I, de 49,9%
para a estratégia Il, de 51,7% para a estratégia I1l e de 75,9% para a estratégia 4 ap6s 6 meses.

Ainda foi observado na etapa 5 que apesar da reducdo na eficiéncia de captura da
enzima, a estratégia que se mostrou mais promissora quando levados em consideracdo os fatores
dispersdo das nanoparticulas, captura da HRP e estabilidade durante os diferentes meses de
ensaio, foi a estratégia Il para as nanoparticulas de 40 nm.

Sendo assim, na etapa 6, estas foram utilizadas em testes comerciais baseados na
deteccdo qualitativa de anticorpos para o virus da hepatite C e AIDS (Bioclin Biolisa HCV e
HIV), a fim de aferir se haveria melhora na sensibilidade do dispositivo comercializado.
Quando empregada a solucdo coloidal de nanoparticulas de 40 nm para o kit de hepatite C, a
deteccdo do antigeno foi possibilitada em diluicdes 1000 vezes inferiores a Ultima resposta
positiva apresentada pelo kit na auséncia das nanoparticulas, enquanto que para o kit de
deteccdo de HIV, a intensidade das absorvancias medidas na presenca das nanoparticulas foi de
até 50% superior as observadas para o teste ELISA, comprovando que a implementagdo das
nanoparticulas de ouro funcionalizadas, através da estratégia desenvolvida na presente
dissertagcdo, é uma excelente alternativa para agregar sensibilidade em testes de diagnostico

viral, como o ELISA.
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