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RESUMO

A frequéncia de infecches hospitalares por fungos patogénicos tem aumentado
substancialmente nas Ultimas décadas, acarretando altos niveis de mortalidade que atingem
até 60% dos O6bitos, frequentes em pacientes graves internados em Unidades de Terapia
Intensiva. Testes especificos para diagnostico de septicemia por Candida albicans possuem
altos custos e necessitam um longo tempo para a obtencdo de resultados. Diante desse quadro
e considerando a necessidade da constante busca por alternativas no diagnostico de
septicemias por Candida albicans, nesse trabalho foi desenvolvido e avaliado uma nova
plataforma de sensoriamento para um imunossensor éptico, baseado em Ressonancia
Localizada de Plasmon. Ressonancia de Plasmon corresponde a oscilagdo coletiva dos
elétrons de conducgdo em resposta a excitacdo optica promovida pela aplicacdo de um campo
eletromagnético externo. A plataforma de sensoriamento corresponde a uma lamina de vidro
com nanoparticulas de prata aderidas em sua superficie e funcionalizadas com anticorpos
monoclonais anti-candida da classe das imunoglobulinas IgG. As nanoparticulas utilizadas
foram avaliadas por microscopia eletrdnica de transmissdo e espectroscopia de absorcéo,
indicando a presenca de nanoestruturas com diametro médio de 15 nm. Moléculas de
cisteamina foram utilizadas como ligantes no processo de funcionalizacdo de anticorpos e
glicina foi explorada como bloqueadores dos sitios ndo funcionalizados da plataforma. Os
experimentos com diferentes concentracbes de anticorpos foram realizados em
quadruplicadas. Foi observado que quando adicionada cisteamina, glicina e anticorpos o pico
de ressonancia de Plasmon do sistema sofre um deslocamento para a regido vermelha do
espectro. Verificou-se deslocamentos do pico de Plasmon de até 30 nm. Na avaliacdo da
plataforma como sensor de antigeno de Candida albicans, a deteccdo de diferentes
concentracOes de antigeno foi demonstrada. Plataformas de sensoriamento foram imersas em
solucdo de PBS contendo antigenos nas aliquotas de 50 ng/mL, 100 ng/mL, 200 ng/mL e 300
ng/mL, por um periodo de 1 hora, seguido de lavagem com &gua MiliQ. Os resultados
mostram a capacidade do sistema em identificar aliquotas maiores que 50 ng/mL de antigeno
de Candida albicans, indicando a possibilidade do uso da plataforma desenvolvida como
imunossensor para Candida.

Palavras-chaves: Candida albicans. Biossensor. Ressonancia de plasmon.



ABSTRACT

The frequency of hospital infections by pathogenic fungi has increased substantially in recent
decades, leading to high levels of mortality reaching up to 60% of deaths, common in
critically ill patients in intensive care units. Specific tests for the diagnosis of sepsis due to
Candida albicans have high cost and require a long time to obtain results. Given this situation
and considering the need for constant search for alternatives in the diagnosis of septicemia by
Candida albicans, this work was developed and evaluated a new sensing platform for an
optical immunosensor based on Resonance Localized Plasmon. Plasmon resonance
corresponds to collective oscillation of conduction electrons in response to optical excitation
promoted by the application of an external electromagnetic field. The sensing platform
corresponds to a glass slide with nanoparticles of silver adhered on its surface and
functionalized with monoclonal anti-candida antibodies of the IgG class of immunoglobulins.
The nanoparticles used were evaluated by transmission electron microscopy and absorption
spectroscopy, indicating the presence of nanostructures with an average diameter of 15 nm.
Cysteamine molecules were used as ligands in the antibodies functionalization process and
glycine as blockers of non-functionalized sites of the platform. Experiments with different
concentrations of antibodies were performed in quadruplicate. It was observed that when
added cysteine, glycine peak and antibodies specific Plasmon resonance is shifted to the red
region of the spectrum. Peak shifts were found to Plasmon up to 54 nm. In the evaluation of
the platform as a Candida albicans antigens sensor different antigen concentrations was
demonstrated. The sensing platforms were immersed in PBS solution containing dilutions of
antigens in 50 ng/mL, 100 ng/mL, 200 ng/mL to 300 ng/mL for a period of 1 hour, followed
by washing with MilliQ water. The results show the system ability to identify higher dilutions
than 50 ng/mL of Candida albicans antigen, indicating the possibility of the use of the
platform as developed immunosensor for Candida.

Keywords: Candida albicans. Biosensor. Plasmon resonance.
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1. INTRODUCAO

Os biossensores sdo dispositivos no qual um material biologico, tal como enzima,
organela, tecido animal ou vegetal, anticorpos, antigenos, lectina, &cidos nucléicos, dentre
outros, séo ligados a superficie ou biocamada de um transdutor. Este dispositivo é capaz de
interpretar as mudancas quimicas produzidas na presenca de um composto bioldgico,
originando um sinal capaz de ser interpretado (CLARKS & LIONS, 1962; FATIBELLO
FILHO & CAPELATO, 1992). Quando este material € um antigeno ou anticorpo, estes
sensores sdo denominados imunossensores ou biossensores imunolégicos, que fazem uso da
atividade antigeno/anticorpo como sinal analitico a ser monitorado (KARUBE, 1992;
GUILBART & MONTANALVO, 1969).

Os imunossensores sdo sensores que envolvem a imobilizacdo de anticorpos ou
antigenos para uma superficie especifica. As interacbes de antigenos com anticorpos
imobilizados na superficie de um sensor podem provocar alteracdo de propriedades opticas do
sensor, como indice de refracdo ou absorcdo. Essas variacbes podem ser proporcionais a
massa de antigenos que se ligam a superficie (HERKNER; WALDENHOFER; LAGGNER et
al., 2001; SARKO & POLLACK JR., 2002). Em particular, novos biossensores Opticos tem
sido demonstrado explorando o efeito de Ressonancia de Plasmon Localizado (CARVALHO,
2013).

Varios autores destacam o género Candida como uma das espécies de fungos mais
patogénicas ao homem e ainda relatam que este género é isolado, com frequéncia, em
infeccBes superficiais e invasivas em diferentes sitios anatbmicos como em mucosa oral,
sobretudo em individuos imunossuprimidos os quais sdo gravemente acometidos por C.
tropicalis e C.albicans (ABELSON et al., 2005). No Brasil, as principais espécies causadoras
de candidemia sdo Candida albicans, Candida parapsilosis e Candida tropicalis
(COLOMBO, 2000; COLOMBO et al., 2006). Diferente dos Estados Unidos da Ameérica
(EUA), onde a emergéncia de espécies ndo-albicans parece estar associada a pressao seletiva
do uso de fluconazol, no Brasil as espécies ndo-albicans mais prevalentes sdo sensiveis a este
farmaco (REX & SOBEL, 2001).

A frequéncia de infeccOes hematogénicas por Candida sp. (candidemia) tem
aumentado consideravelmente, especialmente em unidades de terapia intensiva e ou de
assisténcia a pacientes criticos (ALMIRANTE, 2005; ANTUNES, 2004; AQUINO, 2005;
COLOMBO, 2000; COLOMBO & GUIMARAES, 2003). O aumento na freqiiéncia de
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candidemia tem sido observado particularmente entre pacientes em uso de antibioticos,
terapia imunossupressora, nutricdo parenteral, e em pacientes expostos a multiplos
procedimentos invasivos. Espécies do género Candida, em particular Candida albicans, tém
emergido como importantes patdgenos nosocomiais, estando associadas a quase 80% de todas
as infecgOes fungicas nosocomiais, representando a maior causa de fungemia (ZEICHNNRER
& PAPPAS, 2006; ALMIRANTE, 2005). Candidemia é a quarta causa mais comum de
infecgdo na corrente sanguinea em hospitais terciarios, e sua ocorréncia tem sido associada a
longa permanéncia hospitalar e alta mortalidade (ZEICHNNRER & PAPPAS, 2006; VIUDES
etal., 2002; WEY et al., 1998).

Véarios métodos sdo utilizados para o diagndstico das candidemias, porém cada qual
com diferentes tempos para a realizacdo, bem como diferentes percentagens de sensibilidade e
especificidade na deteccdo destes patdgenos (AHMAD et al., 2002). Os métodos micolégicos
tradicionais de cultura, sorologia e estudos morfoldgicos vém sendo enriquecidos com as
novas aplicacdes moleculares (PFALLER, 1995) tais como a técnica de Reacdo em Cadeia
Polimerase (PCR) e suas variaveis: Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD)
(AHMAD et al., 2002), PCR-enzyme immunoassay (PCR-EIA) (AHMAD et al., 2004) e a
técnica de sequenciamento de DNA (WAHYUNINGSIH et al., 2000; TAMURA et al., 2001;
AHMAD et al., 2002; CHIBANA & MIKAMI 2003). Outros métodos incluem a deteccéo de
manoses e outros componentes da parede celular (1-3-8-D-Glucan) (OBAYASHI et al.,
1995).

O diagnostico precoce desta doenca tem sido extremamente dificil, pois os sinais e
sintomas clinicos ndo sdo especificos, o que leva ao retardo no diagnostico e,
consequentemente, ao retardo na terapia antifUngica mais apropriada. Com frequéncia, as
técnicas microbioldgicas tradicionais como, “Meios de cultura”, para diagndstico da
candidiase invasiva falham em detectar a doenca, sendo imprescindivel recorrer a multiplas
coletas de sangue para que se tenha chance de obter cultura, uma vez que a fungemia é
transiente. Além disso, 0 uso de técnicas invasivas de diagndstico-especificas para estudos
histopatoldgicos ndo € recomendado, pois, na maioria das vezes, 0S pacientes apresentam
condicGes criticas devido ao fato de estarem imunocomprometidos (VANDEN BERGH et al.,
1999; WALSH & CHANOCK, 1998).

A busca por alternativas no diagnostico rapido e preciso de leveduras do género
Candida em pacientes com candidemia consiste em um tema de significativa relevancia para

a area da saude
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral

O objetivo geral deste trabalho é produzir um imunossensor Optico baseado em

Ressonéancia Localizada de Plasmon (RLP) para detec¢édo de leveduras do género Candida.

2.2 Especificos

e Desenvolver plataforma de sensoriamento de Candida albicans;

e Avaliacdo de dispositivo sensor na identificacdo de antigenos da C. albicans.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 BIOSSENSORES

Os biossensores séo dispositivos que utilizam reagdes bioldgicas para deteccdo de um
determinado analito (WANG, 2000). Tais dispositivos combinam um componente bioldgico,
que interage com um substrato alvo a biocamada de um transdutor, que converte 0S processos
de biorreconhecimento em sinais mensuraveis (WANG, 2000; PATHAK et al, 2007). Seu uso
traz uma série de vantagens, pois sdo altamente sensiveis e seletivos, além de acessiveis.
Entretanto, apresentam certas limitacfes, como interferéncias eletroquimicamente ativas na
amostra e pouca estabilidade em longo prazo (MEHRVAR; ABDI, 2004; SONG et al, 2006).

Os biossensores podem ser de detecgdo direta (sistema nédo reticulado), nos quais a
interacdo bioldgica é medida diretamente havendo uso de um ligante nédo-catalitico, como
anticorpos e receptores celulares, ou de deteccdo indireta (sistema reticulado), em que ha o
uso de anticorpos fluorescentes marcados ou elementos como enzimas. Em geral, o sistema
reticulado tem uma maior estabilidade e é mais simples para se utilizar, mas o sistema nédo
reticulado possui melhor sensibilidade, tempo de operagcdo mais curto e custos mais baixos
(MEHRVAR; ABDI, 2004; PATHAK et al, 2007; LIU et al, 2009). Um diagrama basico de

um biossensor é ilustrado na Figura 1.

Figura 1: Representacdo do principo de funcionamento de um biossensor.
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Fonte: FERREIRA, 2005.
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Os estudos sobre o desenvolvimento de biossensores iniciaram-se em 1962 por Clark e
Lyons (GEORGE & MENONUS, 2000). O primeiro biossensor era conhecido como
“eletrodo enzimatico”, e utilizava a enzima glicose oxidase imobilizada em uma membrana de
acrilamida e um eletrodo para a medicdo de Po, (presséo parcial ou tensdo de oxigénio). Na
reacdo enzimatica da oxidacdo da glicose, ha um consumo de oxigénio proporcional a
concentracdo do substrato (CLARK JR. & LYONS, 1962). O principio basico de
funcionamento de um biossensor envolve reacbes em um substrato, que sdo monitoradas e

quantificadas através de um transdutor.

3.1.1 TRANSDUTORES

Os transdutores agem como uma interface, medindo a mudanca fisica ou quimica que
ocorre na rea¢do com o biorreceptor, transformando essa energia em um produto mensuravel,
como massa, carga, calor ou luz. Existem diversos tipos, tais como, eletroquimico, Optico,
piezoelétrico e calorimétrico (MEHRVAR et al, 2000; PATHAK et al, 2007; LEE et al,
2008).

Eletroquimicos — Exploram o movimento de ions e difusdo de espécies eletroativas
(EMBRAPA AGROINDUSTRIA TROPICAL, 2008). Sdo os biossensores mais utilizados
nos testes de monitoramento e diagndstico na area de analises clinicas (MEHRVAR; ABDI,
2004; GAUA et al, 2005). Suas principais vantagens sdo baixo custo, alta sensibilidade,
screening rapido e estabilidade (SONG et al, 2006). Podem ser dos tipos amperométricos,
potenciométricos ou condutimétricos (MEHRVAR; ABDI, 2004).

Opticos — Baseiam-se na deteccdo das mudancas de propriedades Gpticas de reagentes,
produtos ou componentes do transdutor. SAo comumente utilizados na aplicacdo em sistemas
de deteccdo direta. Em tais biossensores, fibras Opticas podem ser utilizadas para guiar as
ondas de luz a detectores especificos. Entre as vantagens desses biossensores estdo a
facilidade de integracdo, imunidade a ruido eletromagnético e boa biocompatibilidade
(MEHRVAR; ABDI, 2004).

Piezoelétricos — Exploram alteragdo de massa ou microviscosidade, onda de
cisalhamento e superficie acustica (THEVENOT et al, 2001; EMBRAPA
AGROINDUSTRIA TROPICAL, 2008). Baseia-se na medida de massa, que opera de acordo
com o principio de Sauerbrey e o fato de qualquer mudanca na massa do cristal muda a
frequéncia natural de oscilagio (MEHRVAR; ABDI, 2004). Cristais de quartzo tém sido

muito utilizados em sistemas piezoelétricos, pois sua frequéncia pode oscilar na faixa de
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mega-hertz (10° ciclos/segundo) de maneira proporcional & massa do cristal, além de serem
muito sensiveis as varia¢fes de massa. Essa alta sensibilidade levou a criacdo de um sensor
denominado microbalanca de cristal de quartzo (QCMB), que é capaz de detectar as variacoes
de nanogramas que ocorrem em sua massa quando o alvo se liga ao sensor (WANG et al,
2011).

3.1.2 COMPONENTES BIOLOGICOS DOS BIOSSENSORES

Pode-se usar varios componentes bioldgicos para a producdo de um biossensor, entre eles
estdo:
Enzimas. Elementos de reconhecimento baseados em enzimas cataliticas sdo muito

atraentes como biossensores devido a variedade de produtos de reagdo mensuraveis de um
processo catalitico, que incluem prétons, elétrons, luz e calor. Algumas enzimas como a
urease tém sido muito usadas como um sensor para biorreconhecimento devido a necessidade
de determinacdo/monitoramento da uréia, tanto em aplicacdes médicas quanto ambientais.
Além do uso da enzima urease, varias outras enzimas sdo utilizadas na construcdo de
biosensores, tais como a penicilinase e &lcool desidrogenase (CHAMBERS et al, 2008). Os
biossensores de bioluminescéncia ou bioanaliticos, por exemplo, sdo baseados na utilizacdo
de certas enzimas com habilidade de emitir fétons como um subproduto de suas reagdes. Tais
biossensores possuem especificidade extremamente alta e podem distinguir células vidveis de
células ndo-viaveis. Sua principal limitacdo € o tempo relativamente longo para analise e a
falta de sensibilidade (MEHRVAR; ABDI, 2004).

Anticorpos/antigenos. Os anticorpos sdo proteinas que sao sintetizadas e excretadas
por células plasmaticas derivadas dos linfocitos B. Tais células sdo responsaveis por
produzirem anticorpos contra antigenos, e sua funcao é definida pelo antigeno com o qual ira
reagir. Assim, anticorpos gerais, com especificidade desconhecida (por exemplo,
imunoglobulina sérica IgM), sdo chamados de imunoglobulina até serem definidos pelo
antigeno especifico (por exemplo, anti-sRBC IgM) (KLAASSEN, 2001). Os cinco tipos de
imunoglobulina (IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM) sdo constituidas por cadeias pesadas (H), por
cadeias leves (L) e regides ou dominios constantes (C) e variaveis (V) (KLAASSEN, 2001;
CHAMBERS et al, 2008). Na regido V € onde se determina a especificidade do anticorpo,
pois a maioria das diferencas entre 0s anticorpos esta em trés pequenas extensdes com
aproximadamente dez aminoacidos de suas cadeias pesada (Vy) e leve(V,). Essas pequenas

extensbes assumem estruturas em alca que, em conjunto, formam uma superficie



18

complementar a estrutura tridimensional do antigeno ligado, sendo chamadas de segmentos
hipervariaveis ou regides determinantes de complementaridade (CDR). S&o ao todo seis alcas
na extremidade distal dos dominios V do receptor, sendo trés de cada dominio (Vy e V\). E
possivel observar por andlise cristalografica dos complexos antigeno/anticorpo, que 0s
aminoéacidos da regido CDR formam multiplos contatos com o antigeno (JANEWAY et al,
2007; ABBAS et al, 2008). A sensibilidade de um imunobiossensor depende da afinidade e da
especificidade da ligacdo e do ruido do sistema transdutor. O uso de anticorpos como
elemento de reconhecimento se baseia na alta sensibilidade e especificidade das interacGes
antigeno/anticorpo (SONG et al, 2006; CHAMBERS et al, 2008).

Receptores. Sdo alvos naturais para uma grande variedade de drogas e toxinas. Sdo
proteinas de natureza transmembrana e se ligam a moléculas especificas chamadas ligantes,
induzindo uma resposta celular especifica. A mudanca conformacional no receptor induzido
da lugar a eventos subsequentes, como a abertura do canal, geracdo do segundo mensageiro
adenil/guanil ciclase, e reacGes em cascata envolvendo um grande nimero de outras proteinas,
incluindo as proteinas G, tirosina quinases, fosfatases, fosforilases e fatores de transcricéo.
Seu uso em biossensores € de grande interesse devido a alta especificidade e afinidade pelo
ligante (CHAMBERS et al, 2008).

Acidos Nucléicos e Aptameros. O desempenho dos biossensores de DNA é
fortemente influenciado pelas propriedades fisicas do DNA, como, por exemplo, pureza e
comprimento médio da cadeia (RAVERA et al, 2007). A maioria dos biossensores de DNA é
desenvolvida com base na imobilizacdo de uma sonda feita a partir de uma fita simples de
DNA (ssDNA) na superficie de um eletrodo marcada com um indicador eletroquimico que
reconhece sua sequéncia-alvo complementar (WANG, 2000; AHAMMAD et al, 2009).

3.1.3 IMUNOSSENSOR OPTICO COM NANOPARTICULAS DE PRATA

O imunossensor € um tipo de biossensor baseado em reacdo imunoldgica, sendo que o
antigeno ou anticorpo € imobilizado na superficie do transdutor. Assim, diversos tipos de
imunossensores podem ser construidos, de acordo com o tipo de transdutor empregado
(MORGAN, 1996).

Os anticorpos (Ab) sdo moléculas de glicoproteina produzidas pelos linfocitos B em
resposta a presenca de um imundgeno (substancia estranha ao organismo); com alta
especificidade e afinidade ligam-se & substancia particular (antigenos, Ag) (AMABIS &
MARTHO, 2004).
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Biossensores opticos sdo baseados na medi¢cdo das mudancas que ocorrem nas
caracteristicas da luz utilizada pelo sensor. Essas variagdes surgem como resultado da
interagdo fisica ou quimica entre o analito a ser detectado e o elemento de reconhecimento
bioldgico do biossensor. Este tipo de sensor explora as mudancas que ocorrem na absorcéo,
fluorescéncia, luminescéncia, espalhamento ou indice de refracdo que sdo identificadas
quando a luz interage com superficie de reconhecimento do transdutor. Podem ser usados em
métodos indiretos, com a necessidade de marcacdo e direto, na qual utiliza-se apenas o
elemento no sensor. Tais sensores podem ser conectados a elementos de reconhecimento
biocataliticos ou de bioafinidade. Os transdutores Opticos variam muito em funcdo de suas
propriedades e incluem sensores de fibra dptica (guia de onda) e sensores de Ressonancia de
Plasmon (RUMAYOR et al, 2005).

Vaérios sistemas Opticos sdo explorados na avaliagdo de imunorreacGes. Neste
contexto, o uso de nanoparticulas tem se mostrado bastante promissor. A interacdo entre
nanomateriais e meios biolégicos conduziu a criacdo de uma nova area, a nanomedicina.
Neste sentido em nanoparticulas metalicas (NPs) pode-se verificar o efeito de Ressonancia
Localizada de Plasmons que € observada quando as nanoparticulas sdo irradiadas. A
irradiacdo em um comprimento de onda especifico pode induzir alteracbes no campo elétrico
préximo as nanoparticulas metalicas.

A frequéncia da luz que induz a oscilagdo coletiva dos elétrons depende do material
formador das NPs e do meio em que elas sdo inseridas. Uma modificacdo do meio externo a
particula pode induzir um deslocamento da frequéncia de ressonancia. A aderéncia de
antigenos ou anticorpos na NP também pode ser acompanhada do deslocamento do pico de
ressonancia. Os sensores RLP baseiam-se na avaliacdo da posicdo espectral da frequéncia de
ressonancia. Uma variedade de sistemas Opticos de deteccdo explorando nanoparticulas
metalicas estdo sendo utilizados em sensores e biossensores (RAY; BADUGU; LAKOWICZ,
2006).

Em nanoparticulas metalicas, os elétrons livres geram bandas de absorcao referentes a
ressonancia dos plasmons na regido visivel do espectro. Em nanoparticulas de prata, esféricas,
e com tamanhos que variam entre 1 e 20 nm, as bandas da ressonancia dos plasmons estao
localizadas em torno de 420nm (XIA e HALAS, 2005).

A técnica de espectroscopia UV-Vis tornou-se uma maneira répida e eficaz para
deteccdo da presenca, do tamanho médio e da distribuicdo de nanoparticulas metalicas. Para

isto, utilizam-se os valores de pico maximo e de largura a meia altura da banda dos Plasmons
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(KIM, SONG e YANG, 2002; ZHAO, KELLY e SCHATZ, 2003; CHEN e CARROL, 2004).
A figura 2 demonstra o esquema da oscilacdo de Plasmons para uma esfera metalica,
mostrando o deslocamento da nuvem dos elétrons de condugdo da nanoparticula.

A Ressonancia de Plasmon € um fendmeno fisico utilizado na rea de sensoriamento.
Em determinados comprimentos de onda, ocorre a ressonancia, energia luminosa é transferida
para o metal com grande eficiéncia (SUN, MAYERS e col, 2005).

Figura 2: Esquema de oscilacdo dos Plasmons para uma esfera.

—
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Fonte: KELLY, CORONADO, ZHAO E COL, 2003.

' 3.2 LEVEDURAS DO GENERO Candida
3.2.1 Candida sp. COMO AGENTE DE INFECCOES

O reino Fungi compreende por volta de 1,5 milhdes de espécies, destas
aproximadamente 200 estdo associadas com humanos (BUCKLEY, 2008), vivendo muitas
vezes de forma comensal/saprobia. Alguns, como diversas espécies de Candida, sdo
patdgenos oportunistas, causadores de infecgdes em hospedeiro imunossuprimido (RUIZ;
ZAITZ, 2007).

As primeiras observacGes microscopicas da levedura ocorreram em 1839, com as
pesquisas de Langenbeck, posteriormente confirmadas por Berg e Gruby. A denominacéo do
género Candida foi internacionalmente estabelecida no VII1I Congresso Europeu de Botéanica,
realizado em Paris (1954) (RIBEIRO et al, 2004; SIDRIM; ROCHA, 2004).

Aproximadamente, 200 espécies de Candida, séo aceitas e classificadas como

pertencentes ao reino Fungi e divisdo Eumycota. A maioria € classificada na subdiviséo
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Deuteromycetes, enquanto algumas espécies sao da subdivisdo Ascomycetes (KURTZMAN;
FELL, 1999). Cerca de 10 % das espécies convivem de forma comensal ou causando doencas,
afetando, principalmente, pele, trato gastro-intestinal, vagina e uretra, locais comuns de
colonizagdo (POULAIN et al, 2009). Atualmente, algumas espécies sdo reconhecidas como
fungos oportunistas de maior ocorréncia, sendo considerada a causa mais comum de infeccdes

graves.

3.2.2 CANDIDIASE

A candidiase é uma infeccdo micoética causada por leveduras de espécies de Candida,
consideradas umas das leveduroses mais prevalentes, onde determinadas espécies estdo
presentes na microbiota da pele e mucosas, podendo acometer tecido, 6rgaos ou sistemas,
favorecendo a ocorréncia de diversos quadros clinicos (SQUIBBS, 1998; CARVALHO et al,
2003).

Vérios autores destacam C.albicans como uma das espécies mais patogénicas ao
homem e consideram essa espécie como frequentemente isolada de infeccdes superficiais e
invasivas em diferentes sitios anatdmicos (CASTRO et al., 2006), entretanto outras espécies
de Candida séo reconhecidas como importantes no acometimento de infeccdes fungicas em
individuos imunodeprimidos (SQUIBBS, 1998; ABELSON et al, 2005).

Atualmente, a candidiase superficial esta entre as infecces mais comuns de pele e
mucosas. Entretanto, a candidiase profunda tem se tornado crescente, sobretudo, nos
imunodeprimidos, constituindo um problema de satde publica. Além da Candida albicans,
outras espécies como C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosise C. tropicalis tém estado
envolvidas de forma significativa na etiologia desta micose (LACAZ et al, 2002).

As infeccOes causadas por espécies de Candida tém se tornado frequente nos ultimos
anos e se transformado num grave problema de salde que afeta preferencialmente
imunossuprimidos e pacientes internados em UTI. Em estudo desenvolvido por Banerjee et al,
(1991), em hospitais terciarios, o género Candida respondeu por cerca de 80% das infecgdes
fangicas, representando um grande desafio aos clinicos de diferentes especialidades devido as
dificuldades diagnosticas e terapéuticas das infeccdes.

Franca (2006) afirma que dentre as infec¢bes flangicas hospitalares, 78,3%
correspondem ao género Candida, predominando C. albicans. A apresentacdo clinica é
inespecifica, sendo o estado febril o dado clinico mais comum em quadros de fungemia,

estando a mortalidade por esse tipo de infeccéo estimada entre 40% e 60%.
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Infecgbes por Candida envolvem um amplo espectro de doencas superficiais e
invasivas, acometendo pacientes expostos a uma grande diversidade de fatores de risco.
Infeccbes de pele e mucosas podem ser documentadas em pacientes saudaveis, mas com
pequenas alteracdes locais de resposta do hospedeiro no sitio da infeccdo, a exemplo de
mulheres que desenvolvem candidiase vaginal. Por outro lado, candidiases sistémicas podem
comprometer visceras como resultado de disseminacdo hematogénica da levedura pelo
organismo, complicaces estas geralmente documentadas em pacientes criticos portadores de
doencas degenerativas ou neoplasias (DIGNANI et al, 2003).

3.2.3 CANDIDEMIA HOSPITALAR

As infecgbes da corrente sanguinea (septicemia de origem bacteriana ou fungica)
representam importante problema de saude publica mundial. S&o doencas de alta gravidade;
acarretam aumento do tempo de internagdo hospitalar e consequentemente elevam os custos
de hospitalizacdo, além das elevadas taxas de morbimortalidade encontradas nos pacientes
acometidos. Estudos estimam que a taxa de mortalidade da candidemia seja de 40% a 60%.
Nos Estados Unidos, Gudlaugsson et al. registraram, no periodo de 1997 a 2001, a taxa de
mortalidade bruta de 61%, e de mortalidade atribuida a candidemia, 49%. Entre pacientes
hospitalizados e gravemente doentes, a sepse ainda e a principal causa de 6bito. Nos EUA, no
periodo de 1979 a 2000, houve um aumento significativo de casos anuais desta infec¢éo,
passando de 164 mil (82,7/100 mil pacientes) para 660 mil (240/100 mil pacientes). Neste
mesmo periodo a prevaléncia de infec¢do da corrente sanguinea causada por fungos aumentou
na ordem de 207% (GUDLAUGSSON et al,2003).

Atualmente varios estudos tém demonstrado a importancia das leveduras do género
Candida spp. como agentes de septicemia. Nos Estados Unidos, Edmond et al., 1999,
analisando a prevaléncia de infecgbes da corrente sanguinea durante trés anos, em 49
hospitais, observaram que Candida spp. foi a quarta causa mais comum de infeccbes de
corrente sanguinea, responsavel por 7,6% dos casos, superada apenas por estafilococos
coagulase-negativa (ECN) (31,9%), Staphylococcus aureus (15,7%) e Enterococcus spp.
(11,1%). No Brasil foram encontrados resultados semelhantes (COLOMBO et al,2007;
HINRICHSEN et al 2009; MARTIN et al, 2003).

Entre outros, destaca-se um estudo epidemioldgico conduzido por Colombo et al,

2006, realizado em 11 hospitais terciarios. Foram confirmados 712 casos de candidiase
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sistemica. Candida spp. foi também o quarto patogeno mais frequentemente isolado,
precedida por ECN, S. aureus e Klebsiella pneumoniae. O mesmo grupo de pesquisadores,
em estudos envolvendo resultados de 45.468 hemoculturas de quatro hospitais terciarios de
Séo Paulo, observou que em 4% dos casos o agente isolado foi Candida spp.

3.3 IDENTIFICACAO LABORATORIAL DAS LEVEDURAS

A partir de 1980, devido ao aumento do numero de casos de candidemia em nivel
mundial, houve necessidade do aprimoramento das técnicas de diagnostico laboratorial.
Tendo em vista a gravidade das infeccdes fungicas sistémicas, bem como seu elevado custo
socioeconbémico € importante um diagndstico rapido e preciso para que a intervencao
medicamentosa possa ser iniciada precocemente na tentativa de minimizar as elevadas taxas
de mortalidade.

O diagnostico clinico, com base na sintomatologia e na anamnese do paciente, ndo e
conclusivo, pois os sinais e sintomas sao inespecificos. Febre e leucocitose seriam 0s
principais indicios de fungemia, porem 20% dos pacientes ndo desenvolve hipertermia e
apenas 50% apresentam leucocitose (BLOT et al,2002). Além disso, mesmo na presenca
desses sinais, ndo e possivel supor uma candidemia considerando-se a semelhanca com 0s
sinais de bacteremia.

Assim, é imprescindivel a confirmacéo laboratorial da candidemia por meio da técnica
da hemocultura, a qual possui sensibilidade baixa, proxima de 50%, o que resulta num
diagndstico tardio, aumentando as chances de complicacdo (ALONSO-VALLE et al., 2003).
A identificacdo de leveduras e baseada em varias provas que avaliam as caracteristicas
morfologicas e bioquimicas desses micro-organismos. Alguns testes sdo utilizados
rotineiramente: producdo do tubo germinativo, microcultivo em &gar fuba-tween 80,
assimilacdo de carboidratos ou de nitrogénio (auxanograma) e fermentacdo dos carboidratos
(zimograma) (LACAZ et al.,2002).

Essas provas fazem parte dos métodos fenotipicos tradicionais para a identificacdo de
leveduras usadas em laboratorios do mundo todo, considerados métodos classicos e padrédo
ouro para essa finalidade. A partir da década de 1990, surgiram meios de cultura
cromogénicos que auxiliam na triagem de leveduras patogénicas, diferenciando as coldnias
conforme a cor produzida e facilitando a deteccdo de culturas mistas. Essa ferramenta pode
também ser utilizada com o intuito de fornecer preliminarmente um laudo rédpido para o

clinico, para que a intervencéo terapéutica seja imediata (MIMICA et al., 2009).
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Cada vez mais sdo colocados no mercado sistemas automatizados e semi-
automatizados para facilitar a identificacdo das leveduras (SANGUINETTI et al., 2007;
VALENZA et al., 2008). Contudo, o uso destas ferramentas e ainda extremamente limitado
por varias razoes: custo elevado, falta de tradicdo, falta de produtos no mercado nacional.
Além disso, o principio dessas “novas” metodologias € 0 mesmo dos testes manuais, 0 que
acaba acomodando os laboratérios, com a justificativa de que as metodologias classicas ainda
séo as referéncias para a identificacdo de fungos patogénicos.

Nos Ultimos anos, diversos estudos tém mostrado o desempenho da utilizacdo da
técnica MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight) para a
identificacdo de espécies de Candida clinicamente relevantes. E uma técnica fisico-quimica
que tem sido utilizado para a identificagdo microbiana rapida e confiavel. O espectro gerado é
analisado como um perfil de protedmica do agente com massa molecular entre 2.000-20.000
Da, onde as proteinas ribossomais importantes aparecem.

Este método poderia representar uma alternativa vélida e rapida para ambos 0s
métodos convencionais e moleculares para identificacdo de leveduras na pratica rotineira. No
entanto, este método ndo foi ainda avaliado comparativamente a um grande nimero de

isolados clinicos concomitantemente (KUHN et al, 2013).

3.3.1 DIAGNOSTICO DA CANDIDEMIA POR PCR

O desenvolvimento e o aperfeicoamento das técnicas de biologia molecular utilizando
0 DNA de agentes infecciosos tem-se mostrado uma estratégia clinicamente viavel. A PCR e
a técnica mais utilizada para este fim, pois permite a identificacdo de alguns fungos.
Entretanto, para o diagnostico da candidiase ainda ndo mostra uma melhor razdo
custo/eficacia em relagdo aos métodos classicos.

Para fins epidemioldgicos, a técnica derivada da PCR denominada de “amplificagdo
aleatoria de DNA polimorfico”, conhecida pela sigla na lingua inglesa RAPD, fornece bons
resultados. Esse ensaio utiliza uma sequéncia pequena (nove a 10 pares de bases) como
primers aleatorios para a amplificagdo do DNA. Essa variacdo da PCR permite avaliar a
correlagé@o genética entre isolados da mesma espécie (KANBE et al., 2002).

E uma das técnicas mais empregadas para esse proposito devido a sua facilidade de
execucdo, muito utilizada para comparar isolados obtidos de amostras clinicas com os de
fontes inanimadas, auxiliando na analise de inqueéritos epidemioldgicos de surtos hospitalares
(LEHMANN et al.,1992).
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Por esse método de genotipagem pode-se analisar a similaridade entre isolados
clinicos e se micro-organismos da mesma espécie sdo iguais, similares ou diferentes,
discriminando subpopulacfes intraespecies. Essa metodologia também tem aplicacdo para se
demonstrar a provavel origem daquela infeccdo fungica. Por meio da tipagem molecular de
micro-organismos isolados em colonizacdo (maos, superficies dispositivos), e em comparacdo
com isolados infectantes, pode-se comprovar se as mesmas Sd80 ou ndo geneticamente
idénticas (RESENDE et al., 2004).

As principais vantagens da RAPD-PCR em relacdo as demais técnicas moleculares
sdo: rapidez de execucdo, baixo custo, facilidade de implantacdo em laboratérios, facilidade
de aplicacdo em estudos epidemioldgicos, além de ndo haver necessidade de se conhecer
previamente o DNA a ser analisado (KLEMPP et al., 2000).

Devido as limitagOes decorrentes do uso das técnicas diagnosticas tradicionais, ainda
ha necessidade de desenvolvimento de outros métodos, que permitam um diagndstico rapido,

sensivel, preciso e confiavel.

4. METODOLOGIA

As atividades para o desenvolvimento e avaliacdo de um novo biossensor Optico
baseado em ressonancia de plasmon estdo sendo realizadas no Laboratorio de Optica
Biomédica e Imagens da UFPE, em parceria com o grupo de pesquisa do professor Omar

Pandoli, da Pontificia Universidade Cat6lica do Rio de Janeiro.

4.1 PREPARACAO DE LAMINAS DE VIDRO COM NANOPARTICULAS DE
PRATA

As laminas com NPsAg utilizadas nesse trabalho foram produzidas pelo grupo de
pesquisa coordenado pelo professor Omar Pandoli, professor da Pontificia Universidade
Catdlica-RJ. A metodologia aqui descrita foi utilizada na sintese e caracterizagdo das
nanoparticulas de prata, bem sua deposicdo em lamina de vidro. A preparacdo das laminas
com NPsAg ndo fizeram parte das atividades desta monografia, mas & aqui apresentada de
forma a estabelecer um registro de todas as etapas de desenvolvimento do sensor.

A sintese das NPsAg foi feita a partir da reducdo do precursor nitrato de prata AQNO3

com borohidreto de sddio, com auxilio da tecnologia de microreator em fluxo continuo. As
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solucdes de AgNOs;, do ligante orgénico especifico (tartarato de sdédio e potassio) e do
borohidreto de sédio NaBH, foram preparadas a fim de se obter concentragdo de 10 mol L™.

Na etapa de complexagdo, o nitrato de prata AgNO; e o ligante sdo injetados
diretamente no reator microfluidico variando as proporgdes ligante/Ag” em fungdo da
velocidade de fluxo de entrada no microreator. A velocidade de fluxo pode variar entre 0,25-
0,5 mL min™. Na saida do microreator, o complexo ligante/Ag* é gotejado diretamente na
solucdo do agente redutor 10 mol L™ sob continua agitagdo com o auxilio de um agitador
magnético. A razdo molar entre Ag” e NaBHj, foi 1:1,5.

Apds a etapa da sintese das nanoparticulas os vidros foram limpos com detergente
(Extran neutro 5% em &gua) com auxilio de um pano de superficie macia. O detergente foi
retirado com agua destilada e agua MiliQ. Os vidros foram colocados em uma cuba de vidro
com &gua MiliQ e ultrassom por 10 min. Apos esta etapa a 4gua foi trocada e a cuba colocada
novamente no ultrassom por 10 min. Por seguinte, os vidros foram colocados em uma cuba
com uma solu¢do piranha (H,SO4:H,0,=1:3) e adicionada novamente ao ultrassom por 30
min.

Os vidros foram enxaguados abundantemente com &gua MiliQ para eliminar os
residuos da solucédo piranha e novamente adicionado em uma cuba contendo agua MiliQ, que
posteriormente foi colocada no ultrassom por 5 min. Os vidros foram mergulhados em etanol
e em seguida secados com No.

Para etapa de silanizacdo das laminas, foi preparado uma solucdo de MPTS (3-
mercaptopropiltrimetoxisilano) a 5 % em tolueno e colocada em uma cuba de vidro. Inseriu-
se 0s vidros nessa cuba e depois foi aquecida até 40 °C por 2 horas. Ao terminar, enxaguou-se
os vidros com Tolueno e Etanol em proporcao de 1:1. Apos essa etapa foi colocado em estufa
a 100 °C até secar (aproximadamente 5 minutos) (SMIRNOV, 2001).

A plataforma de sensoriamento consiste em uma lamina de vidro contendo
nanoparticulas de prata aderidas em sua superficie com anticorpo funcionalizado.

Para adesdo das nanoparticulas de prata, primeiramente, foi feita a limpeza das
laminas de vidro com detergente e 4gua ultrapura milliQ (18,2 mQ cm™) em um banho
ultrassom. Depois o vidro foi funcionalizado com 3-mercaptopropiltrimetoxisilano (MPTYS).
Posteriormente, o vidro foi imerso em uma solucdo de nanoparticulas de prata fazendo com
que se crie uma monocamada de NPs-Ag covalentemente ligada ao vidro. No caso da
funcionalizacdo do vidro com MPTS, as nanoparticulas sdo quimicamente ligadas ao vidro

(SiOy) através da ponte S-Ag com afinidade quimica pela superficie metalica das NPs de prata
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previamente funcionalizado como mostra a figura 3. Para o processo de adesdo de
nanoparticulas de prata nas laminas foram utilizadas a afinidade da nanoparticula de prata a

porcdo enxofre do processo de silanizacao.

Figura 3: Representacgao das laminas funcionalizadas com NPsAg.
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4.2 AVALIACAO DO USO DAS LAMINAS COM NPsAg PARA SENSORIAMENTO

Antes de iniciar a preparagdo da plataforma de sensoriamento um teste inicial foi
realizado para verificar a potencialidade do uso de ressonéancia localizada de plasmon na
identificacdo do imunocomposto.

Nesta primeira etapa foram utilizadas solucdes de EDC (1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)-carbodiimide) a 2 mM™ e NHS (N-hydroxysuccinimide) a 5 mM™,
Homogeneizou 10 mL de EDC com 10 mL de NHS. Os anticorpos utilizados foram as
imunoglobulinas IgG de coelhos marcados com FITC (Isotiocianato de fluoresceina) (Sigma-
Aldrich). Posteriormente aliquotas de 20 pl/mL de anticorpos marcados com FITC em uma
concentracdo de 5 pug/mL foram adicionados a solucdo de EDC+NHS juntamente com as
laminas, permanecendo por um periodo de 2h para ativar o grupamento carboxila dos

anticorpos, representadas na figura5 (DUTRA, 2013).



28

Ap0és a realizacdo desta etapa as laminas foram lavadas com agua destilada para retirar
0 excesso de anticorpos da superficie da lamina para posterior leitura no microscopio por

fluorescéncia.

4.3 PREPARACAO DA PLATAFORMA DE SENSORIAMENTO

Inicialmente as laminas contendo nanoparticulas aderidas foram imersas em uma
solucdo de agua e acido nitrico (HNO3) (Sigma-Aldrich) em uma concentracdo de 0.2M, afim
de retirar possiveis microrganismos que venham a afetar as reacdes nas proximas etapas.

As laminas foram imersas por 2 horas em uma solu¢do de Cisteamina (2-
aminoethanethiol) (Sigma-Aldrich) a 50 mM em etanol. A Cisteamina possui em sua estrutura
um enxofre no grupo tiol que se ligard covalentemente as nanoparticulas de prata, e uma
funcdo amina (N2H) que permitira a ligacdo do grupamento carboxila dos anticorpos, criando
uma “ponte” entre a nanoparticula e o anticorpo, como ilustra a figura 4 (CARVALHO,
2013).

Figura 4: Lamina com NpsAg e Cisteamina.
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4.4 FUNCIONALIZACAO DOS ANTICORPOS DA PLATAFORMA

A funcionalizacdo de anticorpos em laminas com prata foram realizadas em duas
etapas. A primeira etapa consiste no uso de anticorpos marcados com molécula fluorescente,
para a verificacdo, por microscopia de fluorescéncia, da ligacdo anticorpo-plataforma de
sensoriamento, como descrito no item 4.2. Em uma segunda etapa foram funcionalizados
anticorpos monoclonais anti-Candida da classe das imunoglobulinas 1gG produzidas em

coelhos (GenWayBio), seguindo a mesma metodologia descrita por Dutra (2013) no item 4.2,
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utilizando solugdes com 50 ng/mL, 100 ng/mL, 200 ng/mL e 300 ng/mL de anticorpos de
uma concentracdo final de 5 pg/mL. A figura 5 representa a adicdo dos anticorpos a

plataforma de sensoriamento.

Figura 5: Representagao da lamina com NPsAg e funcionalizada com cisteamina
e anticorpos.

As laminas foram imersas em uma solugdo aquosa de Glicina (Sigma-Aldrich) a 50
mM por 1 hora. Apds esta etapa as Iaminas foram lavadas com &gua MilliQ para retirar o
excesso de Glicina na amostra. Esta etapa evitou que os antigenos utilizados aderissem aos
grupos funcionais amina livres presentes na Cisteamina que ndo foram preenchidos com os
anticorpos, como ilustrado na figura 6 (CARVALHO, 2013).

Figura 6: Representagao da lamina com NPsAg e funcionalizada com cisteamina,
anticorpos e glicina.

4.5 AVALIACAO DE DETECCAO DE ANTIGENO DE Candida albicans

Para a avaliagdo da plataforma como identificador de antigeno de Candida albicans,
foram utilizados para ligagdo antigeno/anticorpo os antigenos/manana de Candida albicans

produzidas em coelhos pela empresa (GenWayBio).
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As laminas preparadas foram imersas em solucdo de PBS contendo antigenos
(GenWayBio) em solugbes de 50 ng/mL, 100 ng/mL, 200 ng/mL e 300 ng/mL por um
periodo de 1 hora, seguido de lavagem com &gua MilliQ.

O comportamento do sensor para diferentes concentra¢fes de antigenos foi avaliado
explorando espectroscopia de absorcdo UV-VIS. A figura 7 representa a plataforma com

adicdo de antigenos de C. albicans.

Figura 7: Representacao da lamina completa.
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4.6 ANALISE POR MICROSCOPIA

A técnica de microscopia de fluorescéncia foi utilizada na avaliacdo do resultado do
processo de funcionalizacdo de anticorpos marcados com FITC na plataforma do sensor. As
laminas preparadas foram analisadas em microscépio por fluorescéncia da NIKON (figura 8)
com a camera (Sensicam ge - The Cook Corporation) em exposi¢do por 24s em ambiente
escuro para a deteccdo da fluorescéncia dos anticorpos ligados ao grupamento amina da
lamina silanizada e das NPsAg.

Microscopia eletrénica de transmissdo também foi explorada para na andlise das
nanoestruturas metalicas na superficie da lamina, como ilustra a figura 11. As imagens foram

feitas e cedidas pelo grupo do professor de Omar Pandoli na PUC-Rio.
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Figura 8: Microscopio de fluorescéncia.

4.7 ANALISE POR ESPECTROMETRIA UV-VIS

As laminas foram avaliadas através da técnica de espectrometria de absor¢do no UV-
VIS modelo Evolution 600 (Figura 9). O equipamento de espectroscopia esta disponivel no
Laboratério de Optica Biomédica e Imagens. Os espectros foram adquiridos na regido de 350

a 800 nm. O sistema possui resolucdo espectral de 0,2nm.

Figura 9: Espectrofotometro UV-VIS.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

Nanoparticulas de prata foram sintetizadas e avaliadas por espectroscopia ética de
absorcéo feitas pelo grupo de pesquisa de Omar Pandoli da PUC-Rio. A figura 10 mostra o
espectro de absorcdo das NPsAg em solucédo (antes da deposicdo na lamina de vidro) com um
pico no comprimento de onda em 400 nm, o que indica a existéncia de nanoparticulas de prata
como resultado da sintese estabelecida. Essas nanoparticulas de prata foram utilizadas para

deposicdo em laminas de vidro silanizadas com MPTS.

Figura 10: Espectro de absorcéo das NPsAg.
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5.2 CARACTERIZACAO DAS LAMINAS COM NPsAg

Nanoparticulas de prata ja depositadas em laminas de vidro funcionalizado com
MPTS, foram avaliadas por microscopia eletronica de transmissao, indicando a presenca de
NPsAg com diametro medio de 15 nm, como apresenta a figura 11, corroborando assim com

a analise espectral no que se refere ao tamanho das nanoparticulas.
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Figura 11: Imagem das NPsAg por TEM.
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A figura 12 mostra o espectro de absorcéo no UV-Vis das ldaminas com nanoparticulas
de prata. Observa-se a curva referente a absorcdo das NPsAg. A analise espectral foi feita no
LEB (Laboratério de Optica Biomédica-UFPE). Ainda analisando informagdes retiradas do
gréfico, observa-se que a banda de Plasmon apresentada no grafico corresponde as

nanoparticulas de prata, tendo seu pico méaximo em 420nm.

Figura 12: Espectro de absorcao no UV-Vis das laminas com NPsAg.
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5.3 ANALISE DAS LAMINAS COM ANTICORPOS MARCADOS POR
MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

A avaliacdo da plataforma de sensoriamento, como dito anteriormente na metodologia,
foi dividida em duas etapas. Na primeira etapa, um estudo piloto foram adicionados
anticorpos marcados com FITC. A figura 13 mostra a imagem obtida por microscopia de
fluorescéncia da lamina com NPsAg silanizadas (MPTS) sem anticorpos marcados (A) e com
adicdo de anticorpos 1gG marcados com FITC (B).

Verifica-se que a figura 13 (B) apresenta maior brilho que a figura 13 (A), mostrando
que houve uma ligacdo entre os anticorpos e a plataforma de desenvolvida. O controle
negativo (A), lamina sem anticorpos, mostrou auséncia de fluorescéncia. Constata-se que a
intensidade media da imagem (B) é aproximadamente trés vezes maior que a intensidade
media referente a imagem (A).

Esse resultado indica a possibilidade de explorar ligacdo de imunocompostos em

laminas de vidro com NPsAg aderidas em sua superficie.

Figura 13: A) Imagem da lamina com silano e NPsAg; B) Imagem da lamina
aderida com nanoparticulas e anticorpos marcados.

5.4 ANALISE COM ANTICORPOS ANTI-CANDIDA

A figura 14 representa a analise feita em espectrometria de absor¢do no UV-VIS apos
a adicdo dos anticorpos anti-candida na ladmina funcionalizada (NPsAg+Cistemaina).
Inicialmente foi utilizado solu¢gdes minimas de 50 ng/mL e méximas de 300 ng/mL de

anticorpos para avaliar a melhor diluic&o.



35

Figura 14: Espectro de absorg¢éo da lamina de anticorpos anti-candida em
diferentes diluicdes.
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Foi analisado um aumento gradativo do espectro de absorcdo nas diferentes
concentracdes, podendo apenas ser observado um deslocamento de pico significativo quando
utilizado solugdes maximas de 300 ng/mL de anticorpos, tonando assim a concentragdo ideal
observada. A figura 15 representa o comportamento do pico de plasmon em diferentes
aliquotas e comprimentos de onda, apresentando um deslocamento méximo do pico em ~31
nm, quando utilizado a solugdes de 300 ng/mL de anticorpos.

Todas as diluicbes testadas foram feitas em quadruplicada, onde estatisticamente

foram avaliados a média, desvio padréo e coeficiente de variagéo.

Figura 15: Comportamento do pico de absorc¢éo de Plasmon da lamina
funcionalizada com adicdo de anticorpos anti-candida.

T T T T T
L ]
450 — B

€
£
S 440 - -
c
© T
8 1
L
=] :
@ 430 [ ] -
E
—
a
€
8 I
420 - | —
-
T ) T T ¥ T ‘
0 100 200 300 400

Concentragao(ng/ml)



36

55 AVALIA(;AO DA PLATAFORMA NA DETECC}AO DE ANTIGENOS DE Candida
albicans

Em nanoparticulas de ouro e prata, os elétrons livres geram bandas de absorcao
referentes & ressonancia dos plasmons na regido visivel do espectro. De acordo com Ray,
2006 uma modificagdo do meio externo a particula, pode induzir um deslocamento da
frequéncia de ressonancia, manifestando-se por alteracdo do espectro de absorcdo. A figura 16
mostra quatro espectros, resultado desta interacdo, para diferentes etapas de preparacdo da
plataforma e também na detecgé&o.

A linha representada pela cor preta mostra o pico de ressonancia da lamina
funcionalizada apenas com nanoparticulas de prata em 423 nm. Apos a adicdo do ligante
cisteamina a superficie das nanoparticulas de prata, representada pela linha vermelha, é
observado um deslocamento de ~10 nm do pico de ressonancia em relacdo ao grafico da
l&mina apenas com as nanoparticulas.

Na figura 16 o espectro em verde € obtido apés a adi¢do dos anticorpos anti-candida a
superficie das nanoparticulas de prata com cisteamina e glicina aderidas. Um deslocamento de
30 nm em relacéo a primeira curva é observado devido ao deslocamento da frequéncia de
ressonancia.

Como resultado da deteccdo de antigenos especificos para C. albicans representado
pela curva roxa, podemos observar o deslocamento de 52 nm em relacdo ao primeiro pico,
representado apenas por nanoparticula aderidas no vidro. Tal deslocamento se deve a
confirmacéo da ligacdo antigeno/anticorpo proporcionada pela metodologia utilizada.

Houve um deslocamento significativo da absorcdo apds a adicdo dos antigenos, o que
mostra que ha um potencial para o desenvolvimento de imunossensores eficientes baseados

em ressonancia de plasmons.
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Figura 16: Espectro de absorg¢éo da lamina funcionalizada com adicao de
anticorpos anti-candida e antigenos especificos.
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A figura 17 confirma os resultados anteriores referentes as etapas de preparacdo da
plataforma de sensoriamento, onde é observado um deslocamento gradual do pico de
ressonancia de Plasmon em relacdo a concentracbes do sitema antigeno/anticorpo na

superficie das nanoparticulas de prata aderidas no vidro.

Figura 17: Posic¢éo de pico de Plasmon localizado para diferentes etapas.
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Para avaliar a capacidade de identificacdo de antigenos pela plataforma desenvolvida
o0s antigenos de Candida albicans foram depositadas na superficie da plataforma em solucdes

que variaram de 50 ng/mL a 300 ng/mL, como mostra a figura 18.

Figura 18: Espectro de absorc¢éo da plataforma com adi¢édo de antigenos de C.
albicans em diferentes diluicdes.
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A figura 19 representa 0 comportamento do pico de Plasmon do sensor com o uso de
diferentes concentracGes de antigenos, mostrando um deslocamento maximo do pico em ~30
nm, quando utilizado soluc¢Ges de 300 ng/mL de antigenos.

Vale ressaltar que, quanto maior a concentracdo de Ag maior é o deslocamento do

pico de absorcao.

Figura 19: Comportamento do pico de absorcéo de plasmon da plataforma com
adicao de antigenos de C. albicans.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho foi demostrado o potencial de uso de uma nova plataforma de
sensoriamento baseada no efeito de ressonancia de plasmon localizados. A nova plataforma
foi avaliada na deteccdo de antigenos de Candida albicans. Ressonancia de plasmon
corresponde a oscilacdo coletiva dos elétrons de conducdo em resposta a excitacdo optica
promovida pela aplicagdo de um campo eletromagnético externo. A frequéncia de ressonancia
dos Plasmons, associado ao comprimento de onda de pico no espectro de absor¢édo, depende
de fatores tais como o tamanho médio, a forma, o meio no qual estdo as nanoparticulas, a
densidade de elétrons e a massa eletrénica efetiva.

A estrutura do novo sensor consiste basicamente de uma lamina de vidro com
nanoparticulas de prata com aproximadamente 15nm, e uma camada de anticorpo de C.
Albicans aderida a nanoestrutrua metalica, por uma molécula de Cisteamina. Glicina também
foi utilizada como blogueadora dos sitios ndo funcionalizados do sensor. O desenvolvimento
da plataforma de sensoriamento foi estabelecido em parceria com um grupo de pesquisa da
PUC-Rio, que silanizaram com MPTS as laminas de vidro bem como o depositaram
nanoparticulas de prata na superficie do vidro.

Microscopia eletrbnica de transmissdo e espectroscopia de transmissdo foram
utilizadas na avaliacéo da aderéncia das NP na lamina de vidro.

Na construcdo da plataforma de sensoriamento, diferentes concentracbes de
Cisteamina foram exploradas. A adesdo da Cisteamina nas NP foi comprovada com a anélise
do deslocamento do espectro de absorcdo da prata. A incorporacdo de anticorpo de C.
albicans na plataforma também introduziu modificacGes no espectro do sistema. Foi avaliada
a resposta éptica da estrutura estabelecida com o uso de diferentes solu¢Ges de anticorpos (50
ng/mL até 300 ng/mL). Utilizando solucBes de 300 ng/mL de anticorpos foi observado um
deslocamento de ~50nm do pico de Plasmon ao adicionar aliquotas de 60 pL/ml de antigenos.

Na avaliacdo da plataforma como sensor de antigeno de Candida albicans, a deteccéo
de diferentes concentragdes de antigeno foi demonstrada. Os resultados mostram a capacidade

do sistema em identificar aliquotas maiores que 50 ng/mL de antigeno de Candida albicans.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos verificaram-se que a plataforma desenvolvida pode ser
explorada como imunossensor para C. albicans. N&o existem sensores de fungos baseados em
ressonancia de plasmon localizados, 0 que torna a plataforma desenvolvida em um sistema
inovador. Porém estudos complementares ainda precisam ser realizados para 0
estabelecimento dos limites do sensor. E necessaria a avaliagio da detecgdo de antigeno em

plasma sanguineo.
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Resumo: A frequéncia de infeccBes hospitalares por
fungos patogénicos tem aumentado substancialmente
nas ultimas décadas, acarretando altos niveis de
mortalidade que atingem até 60% dos ébitos, frequentes
em pacientes graves internados em Unidades de Terapia
Intensiva. Testes especificos para diagndstico de
septicemia por Candida albicans possuem altos custos e
necessitam um longo tempo para a obtencdo de
resultados. Diante desse quadro e considerando a
necessidade da constante busca por alternativas no
diagndstico de septicemias por Candida albicans, nesse
trabalho foi desenvolvido e avaliado uma nova
plataforma de sensoriamento para um imunossensor
Optico, baseado em Ressonédncia Localizada de
Plasmon. Ressonancia de Plasmon corresponde a
oscilacdo coletiva dos elétrons de conducdo em resposta
a excitagdo Optica promovida pela aplicacdo de um
campo eletromagnético externo. A plataforma de
sensoriamento corresponde a uma lamina de vidro com
nanoparticulas (NP) de prata aderidas em sua superficie
e funcionalizadas com anticorpos monoclonais anti-
candida da classe das imunoglobulinas 1gG. As
nanoparticulas  utilizadas foram avaliadas  por
microscopia eletrdnica de transmissdo e espectroscopia
de absorcdo, indicando a presenca de nanoestruturas
com didmetro médio de 15 nm. Moléculas de cisteamina
foram utilizadas como ligantes no processo de
funcionalizacdo de anticorpos e glicina foi explorada
como blogueadores dos sitios ndo funcionalizados da
plataforma. Os  experimentos com diferentes
concentracdes de cisteamina, glicina e anticorpos foram
realizados em quadruplicadas. Foi observado que
quando adicionada cisteamina, glicina e anticorpos o
pico de ressonéncia de Plasmon do sistema sofre um
deslocamento para a regido vermelha do espectro.
Verificou-se deslocamentos do pico de Plasmon de até
54 nm. Na avaliacdo da plataforma como sensor de
antigeno de Candida albicans, a deteccéo de diferentes
concentracdes de antigeno foi demonstrada. Plataformas
de sensoriamento foram imersas em solucdo de PBS
contendo antigenos nas dilui¢6es de 10 pL/ml, 20pL/ml,
40uL/ml e 60uL/ml, por um periodo de 1 hora, seguido

de lavagem com &gua MiliQ. Os resultados mostram a
capacidade do sistema em identificar diluicbes maiores
que 10uL/ml de antigeno de Candida albicans,
indicando a possibilidade do uso da plataforma
desenvolvida como imunossensor para Candida
albicans.

Palavras-chave: Candida albicans;
biossensor; ressonédncia de plasmon.

Abstract: The frequency of hospital infections by The
frequency of hospital infections by pathogenic fungi has
increased substantially in recent decades, leading to
high levels of mortality reaching up to 60% of deaths,
common in critically ill patients in intensive care units.
Specific tests for the diagnosis of sepsis due to Candida
albicans have high cost and require a long time to obtain
results. Given this situation and considering the need for
constant search for alternatives in the diagnosis of
septicemia by Candida albicans, this work was
developed and evaluated a new sensing platform for an
optical immunosensor based on Resonance Localized
Plasmon. Plasmon resonance corresponds to collective
oscillation of conduction electrons in response to optical
excitation promoted by the application of an external
electromagnetic field. The sensing platform corresponds
to a glass slide with nanoparticles (NP) of silver adhered
on its surface and functionalized with monoclonal anti-
candida antibodies of the 1gG class of immunoglobulins.
The nanoparticles used were evaluated by transmission
electron microscopy and absorption spectroscopy,
indicating the presence of nanostructures with an
average diameter of 15 nm. Cysteine molecules were
used as ligands in the functionalization process was
explored antibodies and glycine as blockers of non-
functionalized sites of the platform. Experiments with
different concentrations of cysteamine and glycine
antibodies were performed in quadruplicate. It was
observed that when added cysteine, glycine peak and
antibodies specific Plasmon resonance is shifted to the
red region of the spectrum. Peak shifts were found to
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Plasmon up to 54 nm. In the evaluation of the platform
as Candida albicans antigens sensor detecting different
antigen concentrations was demonstrated. The sensing
platforms were immersed in PBS solution containing
dilutions of antigens in 10puL/ml, 20uL/ml, 40pL/ml to
60uL/ml for a period of 1 hour, followed by washing
with MilliQ water. The results show the system's ability
to identify higher dilutions than 10uL/ml of Candida
albicans antigen, indicating the possibility of the use of
the platform as developed immunosensor for Candida.
Keywords: Candida albicans; biosensor; plasmon
resonance.

Introducéo

Os biossensores sdo dispositivos no qual um
material biol6gico, tal como enzima, organela, tecido
animal ou vegetal, anticorpos, antigenos, lectina, &cidos
nucléicos, dentre outros, sdo ligados a superficie ou
biocamada de um transdutor. Este dispositivo € capaz de
interpretar as mudancas quimicas produzidas na
presenca de um composto biolégico, originando um
sinal capaz de ser interpretado elaboragdo destes
substitutos temporarios [1].

Quando este material € um antigeno ou anticorpo, estes
sensores sd0 denominados  imunossensores  ou
biossensores imunoldgicos, que fazem uso da atividade
antigeno/anticorpo  como sinal analitico a ser
monitorado [2]. Vérios autores destacam o género
Candida como uma das espécies de fungos mais
patogénicas ao homem e ainda relatam que este género
é isolado, com frequéncia, em infeccBes superficiais e
invasivas em diferentes sitios anatdmicos como em
mucosa oral, sobretudo em individuos
imunossuprimidos os quais sdo gravemente acometidos
por C. tropicalis e C.albicans [3], [4], [5], [6]. A
frequéncia de infeccGes hematogénicas por Candida sp.
(candidemia) tem aumentado consideravelmente,
especialmente em unidades de terapia intensiva e ou de
assisténcia a pacientes criticos [7].

Vérios métodos sdo utilizados para o diagnéstico das
candidemias, porem cada qual com diferentes tempos
para a realizacdo, bem como diferentes percentagens de
sensibilidade e especificidade na detecgdo destes
patdgenos [8]. O diagnéstico precoce desta doenga tem
sido extremamente dificil. Com frequéncia, as técnicas
microbioldgicas tradicionais como, “Meios de cultura”,
para diagnéstico da candidiase invasiva falham em
detectar a doenca, sendo imprescindivel recorrer a
multiplas coletas de sangue para que se tenha chance de
obter cultura, uma vez que a fungemia é transiente [9],
[10], [11]. A busca por alternativas no diagndstico
rapido e preciso de leveduras do género Candida em
pacientes com candidemia consiste em um tema de
significativa relevancia para a area da salde. No que diz
respeito, 0s biossensores vem se demonstrando
importantes ferramentas para o diagnostico rapido e
preciso de diversas patologias [12].

Materiais e métodos

Preparacao de laminas de vidro com
nanoparticulas de prata — As laminas com NPsAg
utilizadas nesse trabalho foram produzidas pelo grupo
de pesquisa de Omar Pandoli, professor da Pontificia
Universidade Catolica-RJ. A metodologia aqui descrita
foi empregada pelo grupo de Omar Pandoli, onde foram
feitas a sintese e caracterizagdo das nanoparticulas de
prata, bem sua deposi¢do em lamina de vidro.

A sintese das NPsAg foi feita a partir da redugdo do
precursor nitrato de prata AgNO; com borohidreto de
s6dio, com auxilio da tecnologia de microreator em
fluxo continuo. As solucdes de AgNO; do ligante
organico especifico (tartarato de sddio e potassio) e do
borohidreto de sédio NaBH, foram preparadas a fim de
se obter concentracdo de 10 mol L™. Apés a etapa da
sintese das nanoparticulas os vidros foram limpos com
detergente (Extran neutro 5% em agua) com auxilio de
um pano de superficie macia. O detergente foi retirado
com agua destilada e agua MiliQ [13].

Avaliacao do uso das laminas com NpsAg para
sensoriamento — foram utilizadas soluc6es de EDC (1-
Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide) a
2mM™ e NHS (N-hydroxysuccinimide) a 5mM™.
Homogeneizou 10mL de EDC com 10mL de NHS. Os
anticorpos utilizados foram as imunoglobulinas 1gG de
coelhos marcados com FITC (Isotiocianato de
fluoresceina). Posteriormente concentragdes de 20uL de
anticorpos marcados com FITC em uma concentragdo
de 5mg/mL* foram adicionados a solucdo de
EDC+NHS juntamente com as laminas, permanecendo
por um periodo de 2h para funcionalizar o grupamento
carboxila dos anticorpos [14].

Preparacdo da plataforma de sensoriamento-
Inicialmente as laminas contendo nanoparticulas
aderidas foram imersas em uma solucéo de agua e 4cido
nitrico (HNO3) (Sigma-Aldrich) em uma concentragdo
de 0.2M, afim de retirar possiveis microrganismos que
venham a afetar as reagdes nas proximas etapas.

As laminas foram imersas por 2 horas em uma
solugdo de Cisteamina (2-aminoethanethiol) (Sigma-
Aldrich) a 50mM em etanol. A Cisteamina possui em
sua estrutura um enxofre no grupo tiol que se ligara
covalentemente as nanoparticulas de prata, e uma
funcdo amina (N,H) que permitira a ligacdo do
grupamento carboxila dos anticorpos, criando uma
“ponte” entre a nanoparticula e o anticorpo [14].

Funcionalizagdo dos anticorpos da plataforma —
A funcionalizacdo de anticorpos em laminas com prata
foram realizadas em duas etapas. A primeira etapa
consiste no uso de anticorpos marcados com molécula
fluorescente, para a verificacdo, por microscopia de
fluorescéncia, da ligacdo anticorpo-plataforma de
sensoriamento. Em uma segunda etapa foram
funcionalizados anticorpos monoclonais anti-Candida
da classe das imunoglobulinas 1gG produzidas em
coelhos (GenWayBio), seguindo a mesma metodologia
descrita anteriormente, utilizando dilui¢cbes de 10 pL,
20pL, 40uL e 60puL de anticorpos. As laminas foram
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imersas em uma solucdo aquosa de Glicina (Sigma-
Aldrich) a 50mM por 1 hora. Apoés esta etapa as laminas
foram lavadas com agua MiliQ para retirar o excesso de
Glicina na amostra. Esta etapa evitou que os antigenos
utilizados aderissem aos grupos funcionais amina livres
presentes na Cisteamina que ndo foram preenchidos
com os anticorpos[14].

Analise por microscopia — Foram avaliadas as
propriedades microestruturais, fisicas, mecénicas e
espectroscopicas dos filmes.

A técnica de microscopia de fluorescéncia foi
utilizada na avaliagdo do resultado do processo de
funcionalizacdo de anticorpos marcados com FITC na
plataforma do sensor. As laminas preparadas foram
analisadas em microscopio por fluorescéncia da NIKON
com a camera (Sensicam ge - The Cook Corporation)
em exposicdo por 24s em ambiente escuro para a
deteccdo da fluorescéncia dos anticorpos ligados ao
grupamento amina da lamina silanizada e das NPsAg.

Microscopia eletronica de transmissdo também foi
explorada para na andlise das nanoestruturas metalicas
na superficie da Iamina. As imagens foram feitas pelo
grupo de pesquisa de Omar Pandoli na PUC-Rio.

Analise por espectrometria uv-vis- As laminas
foram avaliadas através da técnica de espectrometria de
absor¢do no UV-VIS modelo Evolution 600 (Figura 8).
O equipamento de espectroscopia esta disponivel no
Laboratério de Optica Biomédica e Imagens. Os
espectros foram adquiridos na regido de 350 a 800 nm.
O sistema possui resolucdo espectral de 0,2nm.

Resultados

Caracterizacdo das nanoparticulas em solucédo —
Nanoparticulas de prata foram sintetizadas e avaliadas
por espectroscopia Otica de absor¢do feitas pelo grupo
de pesquisa de Omar Pandoli da PUC-Rio. A figura 1
mostra o espectro de absorcdo das NPsAg em solucédo
(antes da deposicdo na lamina de vidro) com um pico no
comprimento de onda de 400nm, o que indica a
existéncia de nanoparticulas de prata como resultado da
sintese estabelecida. Essas nanoparticulas de prata
foram utilizadas para deposi¢cdo em laminas de vidro
silanizadas com MPTS.

Figura 1: Espectro de absorcdo das NPsAg.
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Caracterizacdo das laminas com NpsAg PUC-
Rio— Nanoparticulas de prata ja depositadas em laminas
de vidro f'uncionalizado com MPTS, foram avaliadas
por microscopia eletronica de transmissdo pelo grupo de
pesquisa de Omar Pandoli na PUC-Rio, indicando a
presenca de NPsAg com diametro médio de 15 nm,
como apresenta a figura 2, corroborando assim com a
analise espectral no que se refere ao tamanho das
nanoparticulas.

A figura 2 foi cedida por Omar Pandoli da
PUC-RIo.

Figura 2: Imagem das NPsAg por TEM
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A figura 3 mostra o espectro de absor¢do no UV-Vis
das laminas com nanoparticulas de prata obtidas pelo
grupo de professor Omar Pandoli (PUC-Rio). Observa-
se a curva referente a absorgdo das NPsAg. A analise
espectral foi feita no LEB (Laboratério de Optica
Biomédica-UFPE). Ainda analisando informacGes
retiradas do gréafico, observa-se que a banda de plasmon
representadas no grafico corresponde as nanoparticulas
de prata, tendo seu pico maximo em 420nm.

Figura 3: Espectro de absor¢édo no UV-Vis das Iaminas
com nanoparticulas de prata.
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Andlise das laminas com anticorpos marcados
por microscopia de fluorescéncia- A avaliagdo da
plataforma de sensoriamento, como dito anteriormente
na metodologia, foi dividida em duas etapas. Na
primeira etapa, o estudo piloto, foi utilizado todo o
sistema, mas como a adicdo de anticorpos marcados
com FITC. A figura 4 mostra a imagem obtida por
microscopia de fluorescéncia da Iamina com NPsAg
sinalizadas (MPTS) sem anticorpos marcados (A) e com
adicéo de anticorpos 1gG marcados com FITC (B).

Verifica-se que a figura 4 (B) apresenta maior
brilho que a figura 9 (A), mostrando que houve uma
ligacdo entre os anticorpos e a plataforma de
desenvolvida. O controle negativo (A), lamina sem
anticorpos, mostrou auséncia de fluorescéncia.
Constata-se que a intensidade media da imagem (B) é
aproximadamente trés vezes maior que a intensidade
media referente a imagem (A).

Esse resultado indica a possibilidade de explorar
ligacdo de imunocompostos em laminas de vidro com
NPsAg aderidas em sua superficie.

Figura 4: A) Imagem da lamina apenas com silano e
NPsAg; B) Imagem da lamina funcionalizada aderida
com nanoparticulas e anticorpos marcados.

Analise com anticorpos anti-candida- A figura 5
representa a analise feita em espectrometria de absor¢do
no UV-VIS apo6s a adi¢do dos anticorpos anti-candida
na lamina funcionalizada (NPsAg+cistemaina+Glicina).
Inicialmente foi utilizado solu¢bes minimas de 50
ng/mL e solugBes maximas de 300 ng/mL de anticorpos
respectivamente.

Figura 5: Espectro de absor¢do da I&mina
funcionalizada com adigdo de anticorpos anti-candida
em diferentes concentragdes.
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Foi analisado um aumento gradativo do espectro de
absorcdo nas diferentes concentracdes, podendo apenas
ser observado um deslocamento de pico significativo
quando utilizado solugbes maxima de 300 ng/mL de
anticorpos, tonando assim a concentracdo ideal
observada. A figura 6 representa o comportamento do
pico de plasmon em diferentes concentracBes e
comprimentos de onda, apresentando um deslocamento
maximo do pico em ~31nm, quando utilizado solugdes
de 300 ng/mL de anticorpos.

Figura 6: Comportamento do pico de absor¢do de
plasmon da lamina funcionalizada com adicdo de
anticorpos anti-candida.
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Avaliacdo da plataforma na deteccdo de
antigenos de Candida albicans- A linha representada
pela cor preta nos mostra o pico de ressonancia da
lamina funcionalizada apenas com nanoparticulas de
prata em 423nm. Apo6s a adigdo do ligante cisteamina e
blogueador glicina a superficie das nanoparticulas de
prata, representada pela linha vermelha, é observado um
deslocamento de ~10nm do pico de ressonancia em
relagdo ao gréfico da lamina apenas com as
nanoparticulas. Na figura 7 o espectro em verde é obtido
apos a adicdo dos anticorpos anti-candida a superficie
das nanoparticulas de prata com cisteamina e glicina
aderidas. Um deslocamento de 20nm em relacdo a
primeira curva é observado devido ao deslocamento da
frequéncia de ressonancia.

Como resultado da etapa final, ou seja, a adi¢do dos
antigenos especificos para C. albicans representado pela
curva roxa, podemos observar o deslocamento de 52nm
em relacdo ao primeiro pico, representado apenas por
nanoparticula aderidas no vidro. Tal deslocamento se
deve a confirmacdo da ligacdo antigeno/anticorpo
proporcionada pela metodologia utilizada. Houve um
deslocamento significativo da absor¢do ap6s a adi¢do
dos antigenos, o que nos mostra que ha um potencial
para o desenvolvimento de imunossensores eficientes
baseados em ressonéncia de plasmons.
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Figura 7: Espectro de absorcdo da lamina
funcionalizada com adicdo de anticorpos anti-candida e
antigenos especificos.
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A figura 8 confirma os resultados anteriores
referentes as etapas de preparacdo da plataforma de
sensoriamento, onde é observado um deslocamento
gradual do pico de ressonancia de plasmon em relacdo a
concentragdes do sitema antigeno/anticorpo  na
superficie das nanoparticulas de prata aderidas no vidro.

Figura 8: Posigéo de pico de plasmon localizado para
diferentes etapas.
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Para avaliar a capacidade de identificacdo de
antigenos pela plataforma desenvolvida os antigenos de
Candida albicans foram depositadas na superficie da
plataforma em concentra¢fes que variaram de 10ul/mL
a 60 pl/mL, como mostra a figura 9.

Figura 9: Espectro de absorcdo da plataforma com
adicdo de antigenos de C. albicans em diferentes
concentracdes.
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A figura 10 representa o comportamento do pico de
plasmon em diferentes concentracfes e comprimentos
de onda analisadas, mostrando um deslocamento
maximo do pico em ~52nm, quando utilizado a
diluicdes de 300 ng/mL de antigenos. Vale ressaltar que,
quanto maior a concentracdo de Ag maior é o
deslocamento do pico de absorcao.

Figura 10: Comportamento do pico de absorgdo de
plasmon da plataforma com adi¢do de antigenos de C.
albicans.
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Discussdo

Neste trabalho foi demostrado o potencial de uso de
uma nova plataforma de sensoriamento baseada no
efeito de ressonancia de plasmon localizados. A nova
plataforma foi avaliada na deteccdo de antigenos de
Candida albicans. Ressonancia de plasmon corresponde
a oscilacdo coletiva dos elétrons de conducdo em
resposta a excitacdo dptica promovida pela aplicagéo de
um campo eletromagnético externo. A frequéncia de
ressonancia dos Plasmons, associado ao comprimento
de onda de pico no espectro de absorcdo, depende de
fatores tais como o tamanho médio, a forma, 0 meio no
qual estdo as nanoparticulas, a densidade de elétrons e a
massa eletronica efetiva.

A estrutura do novo sensor consiste basicamente de
uma lamina de vidro com nanoparticulas de prata
(15nm), e uma camada de anticorpo de C. Albicans
aderida a nanoestrutrua metélica, por uma molécula de
Cisteamina. Glicina também foi utilizada como
blogueadora dos sitios ndo funcionalizados do sensor. O
desenvolvimento da plataforma de sensoriamento foi
estabelecido em parceria com um grupo de pesquisa da
PUC-Rio, que silanizaram com MPTS as laminas de
vidro bem como o depositaram nanoparticulas de prata
na superficie do vidro.

Microscopia  eletrbnica de  transmissdo e
espectroscopia de transmissdo foram utilizadas na
avaliagdo da aderéncia das NP na Iamina de vidro.



53

XXIV Congresso Brasileiro de Engenharia Biomédica CBEB 2014

Na construcdo da plataforma de sensoriamento,
diferentes concentracdes de Cisteamina foram
exploradas. A adesdo da Cisteamina nas NP foi
comprovada com a analise do deslocamento do espectro
de absorcdo da prata. A incorporacao de anticorpo de C.
albicans na plataforma também introduziu modificagoes
no espectro do sistema. Foi avaliada a resposta Optica da
estrutura estabelecida com o uso de diferentes solugdes
de anticorpos (50 ng/mL até 300 ng/mL). Utilizando
diluigdes de 300 ng/mL de anticorpos foi observado um
deslocamento de 52nm do pico de Plasmon ao adicionar
solucBes de 300 ng/mL de antigenos.

Na avaliagdo da plataforma como sensor de antigeno
de Candida Albicans, a deteccdo de diferentes
concentracdes de antigeno foi demonstrada. Os
resultados mostram a capacidade do sistema em
identificar diluicbes maiores que 50 ng/mL de antigeno
de Candida.

Os resultados obtidos verificaram-se que a
plataforma desenvolvida pode ser explorada como
imunossensor para C. albicans. N&o existem sensores de
fungos baseados em ressonincia de plasmon
localizados, o0 que torna a plataforma desenvolvida em
um sistema inovador. Porém estudos complementares
ainda precisam ser realizados para o estabelecimento
dos limites do sensor. E necessaria a avaliacio da
deteccdo de antigeno em plasma sanguineo.
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