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RESUMO

A frequéncia de infeccGes hospitalares por fungos patogénicos tem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos, acarretando altos niveis de mortalidade. O
género Candida € responsavel por cerca de 80% das infeccbes fungicas no ambiente
hospitalar e constitui uma causa relevante de infec¢bes da corrente sanguinea em pacientes
imunodeprimidos internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI). Testes especificos
para diagnostico de infeccGes hematogénicas por Candida albicans possuem custos elevados
e necessitam de um longo periodo para a obtencao de resultados, o que indica a necessidade
de novas alternativas para o diagndstico de candidemias. No presente trabalho, uma
plataforma coloidal de nanoparticulas de ouro foi desenvolvida para a deteccdo de leveduras
de Candida albicans. Aqui, explora-se a interacdo de luz com a plataforma nanoestruturada
para a identificacdo de leveduras. Em particular, a interacdo da luz com nanoparticulas
metalicas pode levar a uma oscilacdo coletiva dos elétrons do metal, induzindo um
espalhamento da radiacdo incidente (ressonancia de plasmon localizado). A plataforma de
sensoriamento corresponde a uma solucdo aquosa com nanoparticulas de ouro
funcionalizadas com anticorpos monoclonais anti-candida da classe das imunoglobulinas
IgG. No desenvolvimento da plataforma, foram explorados col6ides com nanoparticulas de
5nm e 50nm diametro. Moléculas de Cisteamina foram empregadas como ligantes no
processo de funcionalizacdo de anticorpos e a Glicina foi utilizada para bloquear os sitios
ndo funcionalizados da plataforma. A plataforma e todas suas etapas de fabricacdo foram
avaliadas por espectroscopia de absor¢do. Foi observado que o pico de ressonancia de
plasmon sofre deslocamento espectral quando Cisteamina, anticorpos, Glicina e antigenos
sdo associados a superficie nanoestruturada de ouro. Com o sistema desenvolvido, foi
possivel identificar antigenos de Candida albicans (concentracbes maiores que 3ug/mL)
em solugdo aquosa, indicando a possibilidade do uso da plataforma como imunossensor.

Palavras-chaves: Candida albicans. Biossensor 6ptico. Nanoparticulas.



ABSTRACT

The frequency of nosocomial infections with pathogenic fungi has increased considerably in
recent years, leading to high levels of mortality. Candida is responsible for about 80% of
fungal infections in hospitals and is a relevant cause of bloodstream infections in
immunocompromised patients at intensive care units (ICUs). Specific tests for the diagnosis
of hematogenous infections by Candida albicans have high costs and require a long period to
obtain results, which indicates the need for new alternatives for the candidemia diagnosis. In
the present work, a colloidal platform of gold nanoparticles was developed for the detection
of Candida albicans yeasts. Here, we explore the interaction of light with the nanostructured
platform for the identification of yeasts. In particular, the interaction of light with metallic
nanoparticles can lead to a collective oscillation of electrons, inducing the scattering of
incident radiation (localized plasmon resonance). The sensing platform corresponds to an
aqueous solution of gold nanoparticles functionalized with anti-Candida monoclonal
antibodies of the immunoglobulin class 1gG. In the development of the platform, colloids
with nanoparticles of 5nm and 50nm diameter were explored. Cysteamine molecules were
employed as binders in the process of antibody functionalization and Glycine was used to
block the non functionalized sites of the platform. The platform and all of its manufacturing
steps were evaluated by absorption spectroscopy. It has been observed that the peak plasmon
resonance undergoes spectral shift when Cysteamine, antibodies, Glycine and antigens were
associated with the nanostructured gold surface. With the developed system, it was possible
to identify Candida albicans antigens (concentrations greater than 3ug / mL) in solution,
indicating the possibility of using the platform as an immunosensor.

Keywords: Candida albicans. Biosensor optical. Nanoparticles.
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1 INTRODUCAO

A ocorréncia de infeccdes hospitalares por fungos tem aumentado de maneira
significativa nos ultimos anos, devido, sobretudo ao aumento da populagéo de risco. O
uso de dispositivos médicos invasivos por longos periodos, também constitui fator de
risco para a ocorréncia destas infec¢des, uma vez que estes podem ser colonizados por
micro-organismos, constituindo assim uma porta de entrada para o patdgeno. O género
Candida é responsavel por cerca de 80% das infecgdes fungicas no ambiente hospitalar
e constitui causa relevante de infeccdes hematogénicas em pacientes imunodeperimidos
internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) (MENEZES et al.,, 2012;
DEMITTO et al., 2012).

Em casos de infeccdo grave e sistémica, a melhora ou até a sobrevivéncia do
paciente depende da rapida identificacdo do patdgeno e, consequentemente, da
introducdo precoce da terapia antifungica apropriada (MIMICA et al., 2009). Apesar de
a Candida albicans ser a espécie mais comumente isolada nas infec¢des superficiais ou
invasivas, a incidéncia de infecgdes provocadas por Candida ndo-albicans € crescente
(TAMURA et al., 2007; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010; EGGIMANN et al., 2011). No
Brasil, as principais espécies causadoras de candidemia sdo Candida albicans, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis e Candida glabrata. (COLOMBO et al., 2012; YANG
etal., 2014).

Atualmente, varios métodos sdo utilizados para o diagnéstico das candidemias,
porém cada qual com diferentes tempos para a realizacdo, bem como diferentes
percentagens de sensibilidade e especificidade na detec¢cdo destes patdogenos (MIMICA
et al., 2009).

O diagnostico clinico, com base na sintomatologia e na anamese do paciente ndo
é conclusivo tendo em vista que 0s sinais e sintomas clinicos ndo sao especificos. O
isolamento da levedura a partir de uma Unica hemocultura pode ser evidéncia suficiente
para iniciar o tratamento da infeccdo. No entanto, a positividade das hemoculturas é
estimada entre 40% e 60% nos casos de doenca invasiva. Em pacientes pediatricos, 0s
niveis de sensibilidade podem ser ainda mais reduzidos, devido a coleta de pequenos
volumes de sangue (EGGIMANN et al., 2011).
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A partir década de 90, surgiram os meios de cultura cromogénicos, onde
auxiliam na triagem de leveduras patogénicas, bem como métodos soroldgicos, nos
quais é avaliada a presenca de antigenos ou anticorpos anti-Candida no soro e as
técnicas moleculares como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e suas variacoes,
Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) (MENEZES, et al., 2012), PCR-
enzyme immunoassay (PCR-EIA) e a técnica de sequenciamento de DNA (THAMURA
et al., 2001; MIMICA et al., 2009; CHIBANA; MIKAMI, 2003). No entanto, 0 uso de
algumas destas ferramentas é extremamente limitado por vérias razGes, como: sdo
onerosas, requerem uma consideravel experiéncia do manipulador e ndo sdo adequadas para
diagnostico de rotina (KANDE, et al., 2002).

Uma das alternativas para superar determinadas limitacdes decorrentes de
técnicas tradicionais na identificacdo de fungemias consiste no desenvolvimento e
aperfeicoamento de biossensores. Os biossensores sdo dispositivos capazes de
interpretar as mudancas quimicas produzidas na presenca de um composto bioldgico,
originando um sinal mensuravel (MURUGAIYAN et al., 2014).

Quando o material biolgico é um antigeno ou anticorpo, esses sensores sao
denominados imunossensores. A alta afinidade da interacdo do anticorpo ao seu alvo
antigénico, associada aos sistemas transdutores, possibilita a aplicacdo dos
imunossensores para deteccdo de diferentes analitos com alta seletividade e
sensibilidade (TRILLING et al., 2013).

Considerando a necessidade de implementar novas técnicas para o diagndstico
rapido e preciso de leveduras do género Candida em pacientes com candidemia, o
presente estudo teve por objetivo desenvolver um imunossensor éptico baseado em uma

plataforma coloidal de nanoparticulas de ouro para deteccdo de Candida albicans.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Biologia e taxonomia do género Candida sp.

As leveduras sdo fungos unicelulares de forma esférica, ovdide ou mesmo
alongada, capazes de se reproduzirem por brotamento ou gemulagdo. As leveduras
Estdo amplamente distribuidas no meio ambiente, podendo ser encontradas no solo,
agua e objetos contaminados por material organico de homens e animais (LACAZ et al.,
2002).

S@o classificadas taxonomicamente no reino fungi, divisdo Eumycota,
subdivisdo Deuteromycotina, classe Blastomycetes, familia Cryptoccacea (LACAZ et
al., 2002; KURTZMAN et al., 2011). Do ponto de vista taxonémico cerca de 200
espécies de Candida sdo reconhecidas, das quais aproximadamente 10% podem causar
infeccdes em seres humanos. Destas, Candida albicans, representada na Figura la e 1b,
é a espécie mais frequentemente descrita em casos de infec¢bes hospitalares em varios
paises (GIOLO, SVIDZINSKI, 2010). No entanto, C. parapsilosis tem emergido nos
Gltimos anos, sendo um isolado comum em candidemias, sobretudo em alguns grupos
de pacientes, como neonatos e pacientes transplantados, além de individuos que estéo
recebendo nutricdo parenteral (MARLUCHE; SANTOS, 2008; TROFA et al., 2008;
MENESES et al., 2012).

Figura 1: (a) — Macroscopia de C. albicans em meio agar Sabouraud; (b) — Micromorfologia de
C. albicans.

Fonte: OLIVEIRA, 2014.
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Segundo Sidrim e Rocha (2004), a primeira documentacdo de levedura do
género Candida como patdgeno é atribuida a Langenbeck em 1839. Esses micro-
organismos degradam proteinas e carboidratos para obterem carbono e nitrogénio, que
sdo elementos essenciais ao seu desenvolvimento. Devido a sua capacidade adaptativa,
essas leveduras podem se desenvolver tanto na presenca de oxigénio (leveduras
aerdbias), como na auséncia (anaerobiose). Na maioria das vezes se reproduzem de
maneira assexuada, por meio de estruturas denominadas conidios, entretanto algumas
espeécies se multiplicam sexuadamente (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010). A parede celular
fangica € uma estrutura complexa composta por proteinas, polissacarideos (80-90% da
composic¢do) e glicoproteinas. Estes componentes promovem rigidez, suporte osmotico
e protecdo fisica a célula. Os polissacarideos compreendem as glucanas, mananas e, em
menor quantidade, a quitina. (LACAZ et al., 2002; SIDRIM; ROCHA, 2004).

Algumas espécies de Candida sp. habitam primariamente o trato gastrointestinal,
fazendo parte também da microbiota normal da vagina, da uretra e do trato respiratorio
(ALONSO-VALLE et al., 2003). No entanto, caso ocorra um desequilibrio em sua
relacdo com o hospedeiro esses fungos podem se tornar patogénicos, por isso Sao
considerados oportunistas. A transformacdo da levedura da forma comensal, para a
forma patogénica, ocorre devido ao comprometimento dos mecanismos de defesa do
hospedeiro (imunossupressédo), ou rompimento das barreiras anatbmicas, como
qgueimaduras, cateteres ou cirurgias invasivas (DIGNANI et al., 2003; STEINBACH, et
al., 2010; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

2.1.1 Candida como agente etiologico

As infeccdes por leveduras do género Candida sdo iniciadas por modificagdes
que ultrapassam o equilibrio do binémio parasito/hospedeiro. Dessa forma, quando as
defesas do organismo estdo comprometidas, o fungo, por mecanismos de patogénese,
rompe o equilibrio entre o comensal e 0 hospedeiro, causando a infec¢do (FERREIRA,;
GBSON, 2008; DJORDJEVIC et al., 2015).

Os fatores de viruléncia associados ao fungo séo determinados geneticamente,
porém expressos pelo micro-organismo quando submetidos a condi¢des favoraveis, tais
como teor nutricional, atmosfera de oxigénio e temperatura. A capacidade da levedura

se aderir, infectar e causar a doenga € definida como potencial de viruléncia, sendo a
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adesdo as células epiteliais o evento inicial a patogénese das infecgdes (O’TOOLE et
al., 2000; LACAZ et al., 2002).

Durante o processo de estabelecimento da infeccdo por Candida sp., ocorre a
expressao de diversos outros fatores de viruléncia: dimorfismo, a presenca de adesinas,
producdo de enzimas (proteinases e fosfolipases), capacidade de crescer a 37° C e
adaptar-se a variagoes de temperatura e pH (FURLANETO-MAIA et al., 2007).

Bem como, variagGes fenotipicas e moleculares, as quais favorecem a adesdo as
células epiteliais e capacidade de sobrevivéncia dentro dos fagocitos, producdo de
toxinas Killer e a formacéo de biofilme na qual os micro-organismos formam agregados
celulares que se aderem as superficies de dispositivos médico-hospitalares,
desencadeando a infec¢do e a resisténcia das cepas das leveduras aos antifingicos
(EGGIMANN et al., 2011; LUO et al., 2013).

2.1.2 Candidemia hospitalar

Infecgdes fungicas hospitalares constituem uma causa crescente de morbidade e
mortalidade em hospitais de todo 0 mundo, afetando tanto a pacientes internados, como
profissionais de saide (MARLUCHE; SANTQOS, 2008). Entre as infec¢Ges invasivas
causadas por leveduras de Candida spp, a candidemia ou candidiase hematogénica,
engloba situacgdes clinicas envolvendo desde episddios isolados, até casos onde o fungo
esta presente na corrente sanguinea, disseminando-se para varios 6rgaos do hospedeiro
infectado (BOW et al., 2010; DJORDJEVIC, et al., 2015).

Acredita-se que a maioria dos casos de candidemia seja adquirida por via
enddgena, através da translocacdo do patdgeno pelo trato gastrointestinal, local onde
ocorre a colonizagdo por Candida sp. em aproximadamente 70% da populacéo higida.
No entanto, a candidemia pode ser adquirida por via exdgena, através do contato das
méaos de profissionais da area da salde, com pacientes portadores de cateter venoso
central, bem como pela administracdo parenteral de solu¢Ges contaminadas e implante
de préteses contaminadas (COLOMBO; GUIMARAES, 2003; COLOMBO et al., 2006;
BASSETTI et al., 2014).

A candidemia tornou-se a causa mais comum de infec¢fes na corrente sanguinea
em hospitais terciarios, e sua ocorréncia tem sido associada a longa permanéncia

hospitalar e alta mortalidade. O género Candida é responsavel por cerca de 80% das
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infeccdes fungicas no ambiente hospitalar, sendo Candida albicans o quarto patégeno
mais isolado de infeccBes da corrente sanguinea. Acredita-se que haja uma acdo
sinérgica entre mecanismos de agressdo, que em associacao a debilidade na resposta do
hospedeiro, podem conduzir ao desencadeamento da infeccdo. (HINRICHSEN et al.,
2008; RUHNKE et al., 2012; YANG, et al., 2014; QUINDOS et al., 2014; BAILLY et
al., 2016).

Em individuos imunologicamente competentes, a resposta imune aos fungos
acontece de forma eficaz, o que ndo ocorre em pacientes imunodeprimidos, onde a
resposta imune antifingica requer acao tanto da defesa imune inata quanto da defesa
imune adaptativa (COSTA et al., 2008). Desta forma, para se tornar patogénico o
fungo, lanca méo de varias estratégias de viruléncia como, por exemplo, a habilidade de
se aderir em superficies epiteliais, evasao do sistema complemento e resposta celular e
invaséo do tecido através de producdo de enzimas. (FURLANETO-MAIA et al., 2007,
EGGIMAN et al., 2011; LIM et al., 2012; LUO et al., 2013).

Segundo a Sociedade de Doencas Infecciosas da Ameérica, a terapia antiflngica
deve ser iniciada até 24 horas ap6s a obtencdo de hemocultura positiva para Candida
sp., uma vez que a demora no inicio da terapia em pacientes hospitalizados com
candidemia esta associada ao aumento da mortalidade. E not6rio que o diagnostico
fidedigno dessas espécies de Candida sp. é fundamental para estudos clinicos e
epidemioldgico, assim como, € de grande importancia para que a intervencdo
terapéutica seja imediata (COLOMBO et al., 2006; GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

2.1.3 Candida albicans

A biologia de C. albicans apresenta diferentes aspectos, entre eles, a habilidade
de se apresentar com distintas morfologias. Apresentando-se sob aspecto leveduriforme
(blastoconideo) no estado de saprobiose, ou na forma filamentosa em processos
patogénicos (LACAZ et al., 2002; ALVARES et al., 2007). A capacidade de
dimorfismo da C. albicans também é vista como um importante fator de viruléncia onde
a levedura é a forma de disseminacdo do fungo e a hifa garante a invasédo do fungo no
epitélio tecidual. A capacidade de se aderir e formar biofilme sdo um dos varios fatores
de viruléncia expressos por essa espécie de fungo (LIM et al., 2012). Da mesma forma a

acdo das adesinas é essencial para que o fungo sobreviva superficialmente aderido as
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células epiteliais ou internalizado por elas (DE ROSSI et al., 2011). A producédo de
enzimas hidroliticas confere & C. albicans ferramentas necessarias ao processo de
invasdo do hospedeiro, agindo na degradacdo de membranas e digestdo de proteinas, o
que dificulta a atividade do sistema imune (OLIVEIRA, 2009; DE ROSSI et al., 2011).

Desta forma, C. albicans continua sendo considerada o agente mais incidente
em casos de candidemia (COLOMBO et al., 2006; MIMICA et al., 2009; PAPPAS et
al., 2009; TAJ-ALDEEN et al., 2014). Embora, espécies ndo-albicans venham
emergindo como importantes patdgenos nosocomiais, devido ao aumento
indiscriminado do uso profilatico de drogas antifungicas (BASSETTI et al., 2014,
CHEN et al., 2012).

2.1.4 Diagnostico laboratorial da levedura

Definir corretamente o diagnostico de infecgdes flngicas hematogénicas
causadas por espécies de Candida sp. € um dos pontos de maior importancia para o
sucesso terapéutico (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010).

Febre e leucocitose seriam os principais indicios de fungemia, porém 20% dos
pacientes ndo desenvolvem hipertermia e apenas 50% apresentam leucocitose (BLOT et
al., 2002; VERONESI, 2005). Ademais, as manifestagdes clinicas de uma candidemia é
muitas vezes similares a de uma bacteremia, o que pode levar a um falso-positivo
(BORGES, et al 2009).

A confirmacéo laboratorial pode ser feita utilizando a técnica de hemocultura,
porém este exame é de baixa sensibilidade e o resultado muitas vezes é tardio
(BORGES, et al 2009; EGGIMANN et al.,, 2011). 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).

Esses testes fazem parte dos métodos fenotipicos tradicionais para a
identificacdo de leveduras usadas mundialmente, considerados métodos cléssicos e
padréo ouro para esta finalidade (GIOLO; SVIDZINSKI, 2010). No decorrer da década
de 1990 surgiram varios métodos diagndsticos para a identificacdo de leveduras, dentre
eles meios de cultura cromogénicos (CHROMagar), métodos soroldgicos, nos quais €

avaliada a presenca de antigenos ou anticorpos anti-Candida no soro e as técnicas
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moleculares como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e suas variagdes e sistemas
semi-automatizados e automatizados, como por exemplo 0 VITEK® 2 (MARLUCHE et
al., 2008; MIMICA, et al., 2009).

Atualmente, 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. Este método
poderia representar uma alternativa valida e répida para ambos os métodos
convencionais e moleculares para identificacdo de leveduras na pratica laboratorial. No
entanto, este método ndo foi ainda avaliado comparativamente utilizando-se um grande

namero de isolados clinicos (SPANU et al., 2016).

2.2 Biossensores

O biossensor é definido como uma ferramenta ou dispositivo analitico que
combina elementos bioldgicos imobilizados em transdutores fisico-quimicos, criando
assim uma superficie que permite a medicdo direta de um analito especifico. Sua
principal caracteristica € a capacidade de combinar a atividade seletiva de um elemento
de reconhecimento biol6gico, a um analito de interesse, e um transdutor que converte
um sinal biolégico em elétrico (MELO, 2008; MURUGAIYAN et al., 2014).

Dentre os elementos de reconhecimento bioldgicos utilizados na construcdo de
biossensores, destacam-se: sequéncias de DNA ou RNA, enzimas, antigeno, anticorpo,
organelas, peptideos, organismos, células e aptdmeros (STREHLITZ et al., 2008;
HANG et al., 2010; SOUZA, 2011; SONG et al., 2012).

No inicio dos anos 60 foi publicada a primeira pesquisa sobre biossensores, por
Clark e Lyons (1962), onde se apresenta a imobilizacdo da glucose oxidase em um
detector eletroquimico. Desde entdo os biossensores tornaram-se um novo campo da
ciéncia, que se expandiu consideravelmente nos ultimos anos (MURUGAIYAN et al.,
2014). Esses dispositivos estabelecem uma escolha rapida e com conveniéncia, quando
comparados com algumas técnicas tradicionais para medidas analiticas, tendo por
objetivo fornecer um elevado grau de seletividade para um determinado analito
(LABUDA et al., 2010; FREITAS et al., 2014).

O principio bésico de funcionamento de um biossensor baseia-se na interacdo

seletiva do analito com o biorreceptor. Esta interacdo resulta na variacdo de
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propriedades fisico-quimicas que sdo reconhecidas e medidas por um transdutor
adequado. E finalmente, ocorre a amplificacdo e o processamento do sinal

correspondente a concentracdo do analito na amostra, como ilustrado na Figura 2.

Figura 2: Representacdo esquematica dos elementos constituintes de um biossensor.
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Fonte: FREITAS et al., 2014.

2.2.1 Classificagdo dos transdutores

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o elemento bioldgico
de reconhecimento ou com o transdutor (SU et al., 2011). Estes podem ser de diversos
tipos, tais como, eletroquimico, optico, piezoelétrico, etc (MEHRVAR; ABDI, 2004).

Os transdutores eletroquimicos transformam o efeito de interacdes
eletroquimicas entre analito e eletrodo em sinais elétricos. Sdo os biossensores mais
utilizados nos testes de monitoramento e diagnostico 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).

Os transdutores dpticos transformam informacao luminosa em um sinal elétrico,
permitindo a identificacdo das caracteristicas opticas do sistema (biorreceptor/superficie
sensora) analisado. Nestes biossensores um estimulo luminoso incide sobre a camada
bioldgica imobilizada. A interacdo de analitos com os bioreceptores, de um biossensor,
pode levar a variaces da absor¢do ou do espalhamento da luz que incide no transdutor
(LIGLER, 2008; DAMBORSKY et al., 2016).
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Alguns biossensores também exploram a identificacdo da emissao fluorescente
do par analito-bioreceptor. A intensidade do sinal obtido é frequentemente proporcional
a quantidade de material biolégico presente na amostra (MEHRVAR; ABDI, 2004;
LIGLER, 2008).

Em particular, novos biossensores dpticos tém sido demonstrados explorando o
efeito de ressonancia de plasmon localizada (SANTOS et al.,, 2016). Dentre as
vantagens de se utilizar biossensores dpticos destacam-se, a facilidade de integracéo e a
boa biocompatibilidade (MAYER; HAFNER, 2011).

Outro tipo bastante utilizado de transdutor € o piezoelétrico, que produz um sinal
elétrico de saida quando excitado mecanicamente. A piezoeletricidade é entdo uma
maneira de converter-se energia mecanica em energia elétrica, ou vice-versa. Um dos
exemplos do uso da piezoeletricidade € o sistema de microbalanca de cristal de quartzo
(QCM). O propésito desse sistema é provocar uma oscilacdo num cristal piezelétrico
através de um circuito oscilador, sendo capaz de detectar valores reduzidos de variacdo
de massa (MEHRVAR; ABDI, 2004; WANG et al, 2011).

2.2.2 Bioreceptores

Diferentes componentes biologicos podem ser explorados em sistemas de
biossensores, dentre estes se destacam as enzimas, receptores (proteinas), acidos
nucléicos, aptameros, antigenos e anticorpos.

As enzimas sdo elementos de reconhecimento, que podem catalisar reacgdes
bioldgicas, ou seja, as enzimas aumentam a velocidade de uma reacdo quimica sem
interferir no processo. Em muitas enzimas, especialmente as utilizadas para a
construcdo de biossensores, 0 modo de acdo envolve uma reacdo de oxidagdo ou
reducdo que pode ser detectada eletroquimicamente. A utilizacdo de enzimas na
construcdo de biossensores possui certas vantagens: elas se ligam ao substrato, sdo
altamente seletivas, tém atividade catalitica aumentando a sensibilidade e agem
rapidamente (WANG, et al., 2008; CHAMBERS et al., 2008). Quanto aos receptores,
estes sdo alvos naturais para uma grande variedade de drogas e toxinas. Séo proteinas de
natureza transmembrana e se ligam a moléculas especificas chamadas ligantes,

induzindo uma resposta celular especifica (CHAMBERS et al., 2008).
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O uso de acidos nucléicos e aptameros no desempenho de biossensores de DNA
sdo fortemente influenciados pelas propriedades fisicas do DNA, como, por exemplo,
pureza e comprimento medio da cadeia (RAVERA et al, 2007). Novas tecnologias de
biossensores tém sido investigadas baseando-se na imobilizacdo de filamentos de DNA
em diferentes transdutores fisico-quimicos que convertem o evento da hibridizagdo num
sinal elétrico ou optico (AHAMMAD et al, 2009). Esses biossensores tém grande
aplicacdo em diagnostico de doencas hereditérias, monitoramento de expressao de genes
e deteccdo rapida de infeccdes patogénicas (WANG, 2000).

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). Os anticorpos pertencem a uma familia de glicoproteinas,
chamadas imunoglobulinas (1g), responsavel por desencadear o0 mecanismo de defesa
imunoldgica especifica em resposta a presenca de um determinado antigeno. Séo
sintetizadas e excretadas por células plasmaticas derivadas dos linfdcitos B, e sdo
subdivididas em cinco tipos distintos de imunoglobulinas (IgA, 1gG, IgM, IgD e IgE),
sendo a IgG a classe mais abundante (correspondendo a cerca de 70%).

A estrutura basica da IgG é constituida por duas cadeias polipeptidicas pesadas
idénticas ( de 55 a 75 kDa), ligadas entre si por pontes de dissulfeto (-S-S-), e duas
cadeias polipeptidicas leves idénticas (25 kDa) (Figura 3), que formam uma estrutura
caracteristica em forma de um Y. (KRYSCIO; PEPPAS, 2012).

Figura 3: Estrutura molecular do anticorpo da classe 1gG, demonstrando a presenca das cadeias

leves e pesadas, e 0s sitios de reconhecimento antigénico.
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Fonte: Adaptado de: http://antivirussoperativohumano.com.br.
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2.2.3 Imobilizacéo de anticorpos

O procedimento de imobilizacdo é uma importante etapa na construcdo dos
imunossensores. Em geral, a superficie do sensor deve apresentar algumas
caracteristicas fundamentais como alta capacidade para ligacdo de imunoreagentes,
ligacdo estivel e ndo causar desnaturacdo da molécula imobilizada. A molécula de
anticorpo é composta pelo fragmento (Fab), que possui 0 grupo amino terminal o qual
interage com o sitio de ligacdo do antigeno, e uma fracdo (Fc), que pode ser utilizada
estrategicamente para imobilizacdo de biomoléculas de forma orientada, como
representado na Figura 4 (REDEKER et al., 2013). Portanto, ao propiciar a
imobilizacdo pela fragdo (Fc), permite-se uma orientacdo adequada do anticorpo
imobilizado obtendo-se sitios ligantes direcionados, como mostra a Figura 4
(TRILLING, BEEKWILDER & ZUILHOF, 2013).

Figura 4: Representacdo esquematica da imobilizacdo de anticorpos sobre a plataforma de

sensoriamento.
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Fonte: Adaptado de: TRILLING, BEEKWILDER & ZUILHOF, 2013.

A imobilizacdo aleatdria dos anticorpos dificulta a exposicao adequada dos sitios
antigénicos, o que ira afetar a interacdo antigeno-anticorpo sobre a plataforma de
sensoriamento. Os varios métodos de imobilizacdo de anticorpos empregados na
literatura baseiam-se nas ligacOes fisicas e quimicas entre a biomolécula e a superficie
sensora (TRILLING, BEEKWILDER & ZUILHOF, 2013; SILVA, 2016).
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Os mais utilizados séo: adsorcdo fisica (interacdes hidrofobicas e de van de
Waals) e quimica (ligacdo covalente e idnica). O método de adsor¢do fisica embora seja
bastante usual devido a sua simplicidade, leva a um baixo controle sobre a conformagéo
da molécula imobilizada na superficie de sensoriamento, o0 que afeta a atividade
funcional do componente bioativo (JUNG, JEONG & CHUNG, 2008; CARDOSO,
2009). A imobilizagéo por ligacdo covalente baseia-se na ativacdo de suportes com a
insercdo de grupos reativos. Neste método, sdo utilizados grupos quimicos reativos, o
que pode promover um maior controle da orientacdo do anticorpo sobre a superficie de
sensoriamento. (TRILLING, BEEKWILDER & ZUILHOF, 2013).

Vaérios trabalhos citados na literatura investigam a reatividade de grupos
funcionais presentes nas cadeias de aminoécidos do anticorpo, tais como grupos amina
(-NHy), hidroxilicos (-OH) e carboxilicos (-COOH) (SILVA, 2016). A cisteamina
(C2H7NS), por exemplo, pode ser utilizadas para criar grupos sulfidrilo em proteinas
(anticorpos), pela conjugacdo de um dos seus grupos amino terminais com 0S
carboxilicos (-COOH) da proteina, estabelecendo uma reacdo carbodiimida como
agente intermediario. O N-etil-N-(dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e o N-
hidroxi-succinamida (NHS) também sdo utilizados para esta finalidade. O EDC é uma
molécula que possibilita a formacdo de ligacbes amida. Além de reagir com
carboxilatos, o EDC sozinho forma um complexo estavel com grupos aminoécidos. O
objetivo da adicdo de N-hidroxi-succinamida (NHS) as reacfes EDC é aumentar o
namero de ligacdes de moléculas carboxiladas com grupamentos amino expostos nas

moléculas de interesse, como ilustra a Figura 5 (ERICSSON, 2013).

Figura 5: Reacdo de ativacao dos grupos carboxilicos do anticorpo via EDC/NHS.
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Fonte: Adaptado de: ERICSSON, 2013; SILVA, 2016.
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2.3 Nanotecnologia

Nos ultimos anos a nanotecnologia tornou-se numa das mais importantes e
atrativas areas de investigacdo. A nanotecnologia refere-se a tecnologias em que a
matéria € manipulada em escala atbmica e molecular para criacdo de novos materiais e
processos, com caracteristicas funcionais diferentes dos materiais comuns. O prefixo
nano é utilizado para estruturas com dimensdes na escala de 10° m. Com o
desenvolvimento da nanotecnologia, houveram avancgos inovadores em praticamente
todas as &reas como, medicina, materiais e biotecnologia (RUMAYOR et al., 2005;
WEISS et al., 2006). A utilizacdo da nanotecnologia em sistemas biolégicos tem sido
viabilizada através da combinacdo das propriedades intrinsecas de nanoparticulas com
a imobilizacdo de ligantes especificos, tais como proteinas e oligonucleotideos em sua
superficie para a realizacdo de um reconhecimento especifico. (AKIRA et al., 2005;
AZZAZY et al., 2006). Assim, o desenvolvimento de novas nanoparticulas, com a
capacidade de segmentacdo especifica por modificacdo de suas superficies utilizando
biomoléculas, € um tema continuo de pesquisa (QUINA, 2004; SURENDIRAN et al.,
2009; TINGUELY et al., 2011).

Atualmente, véarios estudos estdo sendo voltados para as nanoparticulas
metalicas, dentre elas as nanoparticulas de ouro, (PANDEY et al., 2007).
Nanoparticulas metalicas apresentam diversas caracteristicas, tais como a facilidade de
sintese e funcionalizacdo da superficie, baixa citotoxicidade e uma biocompatibilidade
elevada, o que tornam estes nanomateriais bastante atraentes no campo da bioanalitica,
(YU, etal., 2003; SHANG, et al., 2007).

2.3.1 A Interacdo da luz com nanoparticulas

As nanoparticulas de ouro (NPsAu) estdo entre as mais estudadas e utilizadas,
devido a sua facil preparacéo, estabilidade e funcionaliza¢do quimica da superficie bem
estabelecida (CHI et al., 2011; HARTMAN et al., 2013). Além disto, as NPsAu
apresentam algumas caracteristicas colorimétricas e condutimétricas, que potencializam
seu uso para a deteccdo de moléculas bioldgicas (KIM et al., 2006; PEREIRA et al.,
2007; VIDOTTI et al., 2011).
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A interacdo de luz com NPsAu pode induzir uma oscilacdo coletiva dos elétrons
da banda de conducdo (ressonancia de plasmon). A frequéncia de ressonancia
plasmonica € uma importante caracteristica das NPsAu, e possui comprimentos de onda
entre 510 e 530nm para nanoparticulas esféricas de didametro entre 5 e 50nm. A Figura 7
mostra uma imagem de diferentes soluces aquosas com NPsAu de tamanhos distintos
e, consequentemente, com diferentes cores. A ligacdo e proximidade de moléculas na
superficie destas NPs podem modificar a frequéncia de ressonancia de plasmon, este
efeito pode ser utilizado para a deteccdo colorimétrica de analitos, e mudancas
conformacionais de moléeculas (WILSON, 2008; WALKEY et al, 2009; WANG et al,
2009).

Figura 6: llustracdo da dispersdo de coldides de ouro de varios tamanhos.

Snm S0nm 100nm 200nm

Fonte: Adaptado de MAYER; HAFNER, 2011.

O fenémeno de ressonancia de plasmon localizado (Localized Surface Plasmon
Resonance) consiste na oscilagdo coletiva e local dos elétrons livres da nanoparticula,
induzida por luz. Tal oscilacdo provoca a separacao de cargas entre 0s elétrons livres e
ions metalicos, resultando na geracdo de dipolos (Figura 8). A interacdo da NP com a
luz pode levar a um aumento do campo eletromagnético proximo a superficie
(MAYER; HAFNER, 2011; GUO, 2012).

Figura 7: Comportamento da nuvem eletrnica de uma esfera metalica.
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| l | Fonte: Santos et al., 2016.
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Para os metais nobres como ouro, prata e cobre a ressonancia de plasmon se
manifesta na regido visivel do espectro eletromagnético. O efeito de Ressonancia de
Plasmon Localizado (RPL) é caracterizado por uma frequéncia (ou comprimento de
onda) de ressonancia, que depende da estrutura (forma e tamanho) e do material da NP,
do meio onde ela se encontra e/ou da interface NP - meio, onde pode-se agregar
diferentes moléculas (MAIER, 2007; UNSER et al., 2015).

A interacdo da luz com um coldide pode ser quantificada pela lei de Beer —
Lambert, que relaciona a quantidade de luz transmitida por uma amostra com sua

espessura e concentracdo de particulas, expressa da seguinte forma:
I = lo. 1054/, (1)

onde | é a intensidade da luz transmitida, lo é a intensidade de luz incidente, c é a
concentracdo da amostra em mols por litro, | é a espessura da amostraem cm e € é 0
coeficiente de extingdo molar, que é um paradmetro caracteristico de cada particula num
comprimento de onda especifico (SANTOS et al., 2016). A razao I/l, é a fracdo de luz
incidente que é transmitida, e é chamada de transmitancia (T). A interacdo da luz com
um coloide pode também ser quantificada pela grandeza chamada Absorbancia. A

absorbancia (A) € definida como:

A=log (lo/ N=¢.c.l, 2

Como a absorbancia é diretamente proporcional coeficiente de extin¢do molar,
os valores de absorbancia de um coloide também é funcdo do comprimento de onda da

luz incidente.

2.3.2 Espectroscopia Optica de nanoparticulas

A espectroscopia de transmissdo/absorcdo UV-Vis explora luz na faixa de do
espectro eletromagnético que véo do ultravioleta (300-400 nm) ao visivel (400-800 nm).
Esta técnica permite estudar a interacdo de luz UV-Vis com diferentes tipos de
amostras. Quando a luz emitida pela fonte é direcionada para a amostra. A luz que foi

transmitida passa por um sistema dispersivo (prisma ou grade de difragdo), que separa
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os diferentes componentes de cor do feixe. Em seguida, os diferentes componentes de
feixe de luz incidem em um fotodetector, como ilustra a Figura 8. E por fim, a
informacdo luminosa € entdo convertida em um sinal elétrico e posteriormente
processada (SKOOG, et al 2008).

Figura 8: Sistema Dispersivo.

Elemento Dispersivo
{Prisma)

Fonte de Luz

Amostra Fotodetector

Fonte: OLIVEIRA, 2017.

Espectros de transmissdo ou absorcdo de coldides de ouro (Au), por exemplo,
apresentam bandas na regido do ultravioleta-visivel, devido ao fendmeno de ressonancia
com a onda de luz. Esta banda é denominada por banda de plasmons localizados
(CREIGHTON et al., 1991; DAS et al., 2009; PAVIA et al ., 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver uma plataforma coloidal
utilizando nanoparticulas de ouro para o imunosensoriamento optico de leveduras de

Candida albicans.

3.2 Objetivos Especificos
e Avaliar propriedades Opticas de nanoparticulas de ouro;
e Produzir plataforma de sensoriamento, com imobilizacdo de Anticorpo de Candida

albicans;

e Avaliacdo da plataforma de sensoriamento na identificacdo de antigenos de C.

albicans.



33

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e Materiais

Na preparacdo da plataforma foram utilizadas nanoparticulas de ouro com 5nm
de didametro (solugéo de ouro coloidal estabilizada em suspenséo a 0,01% de HAuUCI,,
com concentracdo de ~5,5 x 10 particulas/mL), e 50nm de didmetro (solucéo coloidal
estabilizada em suspensdo de tampdo citrato, com concentracdo de ~3,5 x 10%°
particulas/mL), ambas obtidas da empresa Sigma-Aldrich. Também utilizou-se
Cisteamina (2-aminoethanethiol) adiquirida pela Sigma-Aldrich. Etildimetilamino-
propil-carbodiimida (EDC), hidroxisuccinimida (NHS) e Glicina (NH,CH,COOQOH),
adquiridos da Sigma-Aldrich, (Saint Louis, EUA). A plataforma de sensoriamento
explorou anticorpos monoclonais anti-Candida albicans, produzidos em coelhos, da
empresa GenWayBio Biotech. Inc (San Diego, CA). No processo de avaliacdo da
plataforma, explorou-se antigenos manana de Candida albicans, produzidas em coelhos
pela empresa GenWayBio Biotech. Inc (San Diego, CA).

Agua ultra-pura utilizada no preparo de solucées foi obtida utilizando-se uma
unidade milli-Q (Millipore, Bedford, Machachutes, EUA).

4.2 Caracterizacdo das nanoparticulas de ouro

A caracterizacdo das NPsAu foi avaliada através da técnica de espectrometria de
absor¢do no UV-VIS, utilizando-se um espectrofotometro modular, da Ocean Optics
(modelo: USB 4000). O espectrofotdmetro inclui um detector Toshiba TCD 1304AP -
CCD-array com 3648 pixels que permitem a analise do espectro dptica de 200 a 1100
nm. A analise espectral foi feita no LOBI (Laboratério de Optica Biomédica e Imagens-
UFPE), onde foram obtidas informacg6es sobre o espectro de absor¢édo das solugdes em
diferentes intervalos de tempo.

A Figura 9 ilustra o sistema de espectroscopia utilizado. O sistema é composto
por uma fonte, com lampadas de deutério (200 a 400nm) e tungsténio halogénio (360 a
850nm), conectadas por uma fibra dptica ao suporte de cubetas Opticas de base quadrada
(Largura interna: 10mm, Dimenséo externa: 45 x 12,5 x 12,5mm, e Volume: 3,5mL),
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para insercdo da amostra estudada. Apds atravessar a cubeta dptica, a luz é levada por
uma fibra dptica ao espectrometro Ocean Optics USB4000, conectado a um computado
via USB.

Figura 9: Representacdo Esquemaética do Sistema

Fontede Luz

Computador ( érioe T

Cubeta Optica com
base quadrada,

Espectrémetre Ocean Optics USB
4000 UV-VIS

Fonte: Adaptado de: http://www.ocenoptics.com

4.3 Desenvolvimento da plataforma de sensoriamento

A plataforma de sensoriamente consistiu de uma solucdo aquosa (agua mili-Q)
contendo nanoparticulas de ouro coloidal, Cisteamina (2- aminoethanethiol), anticorpo
anti-Candida albicans ativados por EDC/NHS e Glicina (Acido 2- aminoacético). Todas
as etapas estabelecidas para o desenvolvimento da plataforma foram realizadas em
triplicata.

4.3.1 Funcionalizacdo das nanoparticulas

Ap0s a caracterizacdo, as nanoparticulas foram funcionalizadas com Cisteamina
(2-Aminoethanethiol). A Cisteamina possui em sua estrutura um grupo tiol (-SH) que

possibilita o estabelecimento de interacdes eletrostaticas com as nanoparticulas de ouro
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(Au-S), e um grupo amina (NH2) que permite a ligacdo do grupo carboxilico dos

anticorpos (Figura 10).

Figura 10: Nanoparticulas de ouro funcionalizadas com Cisteamina.

Fonte: Adaptado de SHARMA et al., 2010.

As concentracdes de Cys foram testadas entre 50 e 400mM e 50mM e 150mM
para as NPsAu de 5nm e 50nm, respectivamente.

O processo de funcionalizacdo das NPsAu foi acompanhado em tempo real, pela
técnica de espectrometria optica (UV-VIS), nos intervalos de tempo entre (5, 10, 15, 20,

30, 40 50, 60 minutos apos a incubacdo da Cisteamina a solucéo de NpAu).

4.3.2 Imobilizacdo dos anticorpos anti-Candida albicans

Para o processo de imobilizacdo dos Anticorpos anti-Candida albicans nas
NpAu, os anticorpos foram pré-ativados e incubados em uma solucdo aquosa [1:1] de
20 mM de EDC e 50 mM de NHS, em temperatura ambiente, deixada em repouso
durante 1h (~ 24 °C). Em seguida, foi feita a avaliacdo do espectro de absor¢do em
diferentes intervalos de tempo (5, 10, 15, 20,30, 40 50, 60 minutos).

A imobilizacdo dos anticorpos foi realizada adicionando a plataforma coloidal
de ouro aliquotas de anticorpos anti-Candida albicans. Para as solu¢Ges com
nanoparticulas de 5 nm, as concentra¢des de anticorpos avaliadas no col6ide, foram de
0,4pg/mL, 0,6pg/mL, 0,8ug/mL, 1,0ug/mL e 2,0pg/mL. A escolha das concentragoes

adotadas foi baseada em estudos prévios realizados por CAMARA et al., 2013. Para as
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solugdes com nanoparticulas de 50 nm, as concentragdes avaliadas foram de 0.8ug/mL,
1.0pg/mL, 2.0pg/mL, 3.0pg/mL e 4.0pg/mL. A figura 11 ilustra a associagdo dos

anticorpos a plataforma de sensoriamento.

Figura 11: Imobilizacdo de anticorpo anti- Candida albicans em NPAu com Cisteamina.

AN N | / /’VH\ 0
Anticorpo ativado | SH
com EDC/NHS 2 N SHapliS /7~
/s SH ? )\
\_SH ]HS N > \O
G i/\/S‘H i
Lz SH HS

Fonte: Adaptado de SHARMA et al., 2010.

4.3.3 Associacao de glicina (acido aminoacético)

Uma solucdo de Glicina (Figura 12) foi utilizada como um agente de blogueio,
para impedir que o antigeno/manana de Candida albicans se ligue a grupos aminas
livres da Cisteamina, garantindo assim que o antigeno interaja apenas com 0 anticorpo

anti-Candida presente na plataforma.

Figura 12: Estrutura quimica da Glicina.

O
HoN \)J\OH

Fonte: http://www.sigmaaldrich.com

Para o coldide com Np de 5nm de didmetro foram adicionados dois volumes, 0,8

puL e 1,0 uL de Glicina a uma concentracdo de 50mM, e para o coloide com Np de
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50nm de didmetro foram adicionados trés volumes, 1,0pL, 2,0 puL e 3,0 puL de Glicina a
uma concentracdo de 50mM. Posteriormente foi obtido o espectro de absorcdo em
diferentes intervalos de tempo (5, 10, 15, 20,30, 40 50, 60 minutos) e avaliado o
deslocamento do pico de plasmon apo6s a adi¢do da Glicina ao coldide. Com a adi¢éo da

Glicina, finaliza-se a estrutura da plataforma de sensoriamento, ilustrada na Figura 13.

Figura 13: Representacdo esquematica da plataforma de sensoriamento.

Qo '\2: \}, ANTICORPOY}

o NH /N4
8&,9 o ) i \}5 CISTEAMINA i~
: < /
TN - Ny O cLcNA 8
/
g L ‘St -
&/ Tz SH S %
\—SH HS N\~
o sl AU JHs
| £~ N
}d Z SH&\ HS "
/ S Hs RS \ =
& /y/ / v\ | IO//
\% 7 /ol Ne S‘
v/ \ <
# 0
\\%’ S\ i\t) 0/%

Fonte: Adaptado de SHARMA et al., 2010.

4.3.4 Conjugagcdo antigeno - anticorpo

A plataforma na detec¢do de antigenos foi avaliada introduzindo aliquotas de
antigenos/manana de Candida albicans produzidos pela empresa GenWayBio.

Para a realizacdo do imunoensaio na plataforma contendo nanoparticulas de ouro
de 5nm, foram utilizadas as seguintes concentracdes de antigenos: 1,0pg/mL, 3,0 pg/mL e
6,0 pg/mL. Na plataforma contendo nanoparticulas de ouro de 50nm, foram utilizadas as
seguintes concentracdes: 3,0ug/mL, 8,0 ug/mL, 9,0 pg/mL e 10 pg/mL. Apbs adicionar
cada concentracdo & plataforma de sensoriamento, os antigenos foram incubados por 30
minutos a temperatura de 37° C. O comportamento do sensor foi avaliado explorando
espectroscopia de absorcédo UV-VIS.

Na figura 14 pode-se observar a representacdo esquemaética da plataforma,
obtida apds a conjugacdo antigeno/anticorpo a superficie das nanoparticulas de ouro com

Cisteamina e Glicina aderida.
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Figura 14: Representacdo esquematica da plataforma de sensoriamento, para deteccdo de

antigenos de Candida albicans.
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Fonte: Adaptado de SHARMA et al., 2010.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacao das nanoparticulas

Analisando a Figura 15, observa-se que a bandas de plasmon dos coldides de
ouro apresenta pico maximo em (a) ~521 nm e em (b) ~525 nm. A presenca dos picos
representa o efeito de plasmon correspondente a oscilacdo coletiva dos elétrons de

conducdo, induzida pela aplicacdo de um campo eletromagnético externo.

Figura 15: Espectro de absorcdo das NPsAu 5nm (a) e 50nm (b).
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A diferenca no comprimento de onda do pico de plasmon é esperado para NpAu
de diferentes tamanhos (NOVOTNY; HECHT, 2006). Esse fato é percebido na coloragéo

de col6ides com nanoparticulas de diferentes tamanhos, como mostra a Figura 16.
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Figural6: Col6ides com nanoparticulas de diferentes tamanhos.

Fonte: OLIVEIRA, 2017.

O efeito de ressondncia de plasmon modifica o campo elétrico proximo a

superficie da NpAu. Particulas com maiores dimensdo permitem a modificacdo do campo

em regides mais distante da superficie da nanoestrutura. Essa caracteristica referente a

modificacdo do campo € importante para a identificacdo de processos de agregacdo de
moléculas na NpAu (NOVOTNY; HECHT, 2006).

5.2 Analise das NpsAu funcionalizadas com cisteamina

A cisteamina (2- aminoethanethiol) foi utilizada com o intuito de promover a

adsorcdo de anticorpos anti-Candida albicans & solugdo coloidal de nanoparticulas de ouro.

A Figura 17 exibe o espectro de absor¢do no UV-Vis das nanoparticulas de ouro de 5nm

(@) e de 50nm (b) apds a adigédo da Cisteamina.

Figura 17: Espectros de absor¢do das NPsAu 5nm (a) e 50nm (b) ap6s a funcionalizagdo com

Cisteamina.
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Na figura 17 (a), foi observado um deslocamento do espectro de absorcdo de
aproximadamente 23nm e (b) de aproximadamente 20nm nos espectros dos coldides de
ouro apdés a adicdo da Cisteamina. O deslocamento do espectro indica que as
nanoparticulas presentes na solucdo coloidal de ouro foram funcionalizadas com a adi¢éo
da molécula de Cisteamina.

Na figura 18 (a) e (b) pode-se observar a evolucdo temporal do deslocamento do
pico de plasmon das nanoparticulas de ouro, com a adsor¢do da Cisteamina, em (a)
100mM e em (b) 75mM. E notoério que a Cisteamina leva um tempo menor que 30 minutos
para associar Nps de 5nm e um tempo maior para associar nanoparticulas com diametros
maiores, como por exemplo, Nps de 50nm. Isso se deve ao fato que Nps com maior
didmetro apresentam maior area superficial e consequentemente requisitam de maior
tempo para a adsorcdo da Cisteamina em toda sua superficie. Verificou-se que, ao
adicionar concentracGes mais elevadas de Cisteamina ao coléide contendo nanoparticulas
de ouro de 5nm (200mM, 300mM e 400mM) e 50nm (100mM e 150mM), ndo ocorreu um
maior deslocamento do espectro, ou adsorcao extra da molécula s nanoparticulas. Isso se

deve ao fato de uma possivel saturacdo do ligante na solucéo.

Figura 18: Mudanca no comprimento de onda do pico de plasmon em relacdo ao tempo, para
NpsAu de 5nm (a) e 50nm (b) com a adigéo da cisteamina.
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5.3 Analises da imobilizacdo dos anticorpos anti-Candida albicans na plataforma de

sensoriamento.
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A Figura 19 representa a analise feita em espectrometria de absor¢do no UV-VIS
apos a adicao dos anticorpos anti-Candida albicans na solugéo coloidal de ouro funcionalizada
com Cisteamina (NPsAu+Cisteamina).

Na Figura 19, o espectro em azul (a. Nps 5nm e b. Nps 50nm) é obtido apds a
adicdo dos anticorpos anti-candida albicans ao col6ide de ouro (NpAu+ Cisteamina). Na
Figura 19 (a) é observado um deslocamento do espectro de absor¢do de aproximadamente 7
nm. Na Figura 19(b) observa-se um deslocamento de aproximadamente 10 nm. Nota-se
que o maior deslocamento foi obtido na associa¢do dos anticorpos com o coldide de ouro
contendo NpAu de 50nm de didmetro. Isso ocorre porque particulas com maiores
dimensGes permitem a modificacdo do campo em regides mais distantes da nanoestrutura.
Desta forma a adsorcdo do anticorpo € melhor percebida (modificacdo do espectro) no

coléide com nanoestruturas de maior didametro.

Figura 19: Espectros de absorcdo ap6s a adi¢do de anticorpos anti-Candida albicans na solucéo
coloidal de NpsAu e Cisteamina, em (a) NpsAu com 5nm de didmetro e (b) com NpsAu 50nm de

didmetro.
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Os deslocamentos do pico de plasmon para diferentes concentracdes de
anticorpos no coldide sdo apresentados na Figura 20. A Figura 20a mostra o
deslocamento gradativo do pico de plasmon para Np 5nm e a 20b para Np de 50 nm. E
perceptivel que em (a) e em (b), ap6s concentracdes de 1,0pug/mL de anticorpos anti-
Candida albicans, ndo é observado nenhum aumento significativo do pico de plasmon
para as demais concentracdes. Esse fato ocorre porque quase todos os sitios de ligacao

para o anticorpo ja foram ocupados.

800
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Figura 20: Avaliacdo de diferentes concentrac@es de anticorpos anti-Candida albicans, quando

adicionados a plataforma de sensoriamento, em (a) NpsAu 5nm e em (b) NpsAu 50nm.
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5.4 Bloqueio utilizando glicina

O uso de Glicina no processo de preparacdo da plataforma de sensoriamento
impediu que os antigenos (a serem identificados pela plataforma) aderissem aos grupos
funcionais amina livres presentes na Cisteamina, que ndo foram preenchidos com os
anticorpos anti-Candida albicans. A Figura 21 apresenta o0 comportamento do pico de
plasmon do sensor com o uso da molécula bloqueadora (Glicina). Pela Figura 21
verifica-se um deslocamento maximo do pico de ~10 nm, quando utilizado uma aliquota
de 0,8uL de Glicina na solucdo contendo NpAu com 5nm e deslocamento maximo do
pico de ~10 nm na solugdo contendo NpAu com 50nm de didmetro, quando adicionado
uma aliquota de 1,0uL de Glicina. Verificou-se que ao adicionar concentra¢cbes mais
elevadas de Glicina ao coldide, contendo nanoparticulas de ouro de 5nm e 50nm, ndo
foi observado um maior deslocamento do espectro. Esse fato é explicado, pois 0s grupos
aminas livres presentes na Cisteamina, que ndo foram inicialmente ocupado pelos
anticorpos, foram bloqueados pela Glicina, tendo o excesso de Glicina permanecido
com sobrenadante. Com a adicdo da Glicina finaliza a estrutura da plataforma de
sensoriamento.

Todos os experimentos com diferentes concentracdes de Cisteamina, Glicina e

Anticorpos foram realizados em triplicata.
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Figura 21: Espectros de absorcdo apds a adi¢do da Glicina, em (a) solucdo contendo NpAu com

5nm e em (b) solucdo contendo NpAu com 50nm.
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5.5 Avaliacéo da plataforma na deteccéo de antigenos de Candida albicans.

A avaliacdo da plataforma de sensoriamento foi estabelecida analisando o
deslocamento do pico de plasmon do coldide com a adicdo de antigenos de Candida
albicans na solucdo nanoestruturada. A Figura 22a indica a posi¢éo do pico de plasmon
da plataforma apo6s a introducdo de 3,0pg/mL de antigeno. Como mostra a Figura 22a
para col6ides com Nps de 5nm, foi verificado um deslocamento de ~ 6nm. Com as Nps

de 50nm um deslocamento semelhante, ~7nm, foi observado (Figura 22b).
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Figura 22: Comprimento de onda do pico de ressonancia de plasmon localizado para diferentes

etapas de preparagdo da plataforma, com Nps de 5nm (a) e (b) 50nm de diametro.
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Para avaliar a capacidade de identificacdo de antigenos pela plataforma

desenvolvida, os antigenos de Candida albicans foram introduzidos na plataforma em

concentragdes que variaram de 3,0ug/mL a 10pg/mL, como mostra a Figura 23.

Pela Figura 23 nota-se que mudancas significativas no deslocamento do pico de

plasmon sdo perceptiveis para concentracdes de antigenos maiores que 3,0ug/mL. Tal

deslocamento corresponde a ligacdo do antigeno ao anticorpo proporcionado pela

metodologia utilizada.



Figura 23: Comprimento de onda do pico de plasmon para as diferentes

antigenos de Candida albicans.
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6 CONCLUSOES

Neste trabalho foi desenvolvida uma plataforma de sensoriamento baseada no
efeito de ressonancia de plasmon localizado, avaliada na detecgdo de antigenos
de Candida albicans. O efeito de plasmon € caracterizado por uma freqiiéncia (ou
comprimento de onda) de ressonancia, que depende da estrutura (forma e tamanho, o
material da NP, do meio onde ela se encontra e/ou da interface NP - meio, onde pode-
se agregar diferentes moléculas (MAIER, 2007; UNSER et al., 2015). A estrutura
do novo imunossensor consiste basicamente de uma solucdo coloidal contendo
nanoparticulas de ouro e anticorpos anti-Candida albicans, que estdo aderidos as
nanoestruturas metalicas, por uma molécula de Cisteamina. A Glicina também foi
utilizada como blogueadora dos sitios ndo funcionalizados do sensor. Na constru¢édo da
plataforma de sensoriamento. A adesdo das diferentes moléculas nas nanoparticulas foi

comprovada com a anélise do deslocamento do espectral do pico de palamon do ouro.

A insercdo do anticorpo de anti-Candida albicans na plataforma também
estabeleceu modificacdes nos espectros dos coldides. Na avaliacdo 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 aliquotas maiores que 3.0ug/mL de antigeno de Candida albicans. Apesar da
realizacdo de estudos complementares para o estabelecimento dos limites de deteccdo e
sensibilidade do sensor serem necessarios, 0s resultados obtidos neste trabalho
demonstraram que a plataforma desenvolvida pode ser explorada como imunossensor
para detecgdo de Candida albicans. Pelo fato de n&o encontrar na literatura valores de
referéncia para a minima concentracdo de antigenos em pacientes acometidos de
Candidemia, a avaliacdo do desempenho da plataforma ainda é limitada. Outro fator que
limita a exploracéo da plataforma é o volume de material empregado nos ensaios, que €
superior a um mililitro (mL).

Volume bem menores de analitos podem ser utilizados na preparacdo de
plataformas Opticas, com nanoparticulas em superficie (NEVES et al., 2014). Vale
ressaltar que quando comparado com plataformas que exploram ressonancia de plasmon
de nanoparticulas sob uma superficie (NEVES et al., 2014; CAMARA et al., 2013), a

estrutura aqui proposta apresenta uma maior de simplicidade de construcdo. Neste caso,
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ndo ha a necessidade de desenvolvimento de etapas para adesdo de nanoparticulas em
substrato optico (laminula de vidro ou fibra dptica).

Com a metodologia de desenvolvimento da plataforma estabelecida, coldides de
ouro podem ser explorados na identificacdo de diferentes antigenos. Em particular, foi
demonstrado o uso da plataforma para a identificacdo de antigeno NS1 da Dengue, 0,07
pg/mL (trabalho submetido para CLEO®/Europe-EQEC 2017, ver resumo no
APENDICE 1).

Como resultados das atividades realizadas no periodo referente ao mestrado
foram submetidos dois resumos para congresso internacional (CLEO®/Europe-EQEC
2017). Os resumos encontram-se na se¢cio APENDICES desta monografia. Um artigo
com os resultados apresentados nessa monografia estd sendo elaborado, e tem seu
abstract apresentado na secdo APENDICES. Também, em colaboracdo com o grupo de
pesquisa do Laboratério de Optica Biomédica e Imagem, apoio foi dado na formulagéo
de coldides de ouro para avaliagdo espectroscdpica por telefone movel. Este trabalho foi

submetido a revista Sensors and Actuators B: Chemical, como indicado em ANEXO.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

A plataforma desenvolvida representa uma proposta inovadora, pois até o
presente momento ndo existem sensores de fungos baseados em ressonancia de plasmon
localizados. Porém estudos complementares ainda precisam ser realizados para o
estabelecimento dos limites de deteccdo da plataforma de sensoriamento. Bem como,
sera necessaria a realizacdo de novos testes para a avaliagdo da possibilidade de

deteccdo de antigenos na plataforma de sensoriamento, utilizando plasma sanguineo.
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APENDICE A - Perspective on label-free Candida albicans diagnostic by exploring
gold nanoparticle
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The prevalence of hospital-acquired infections by pathogenic fungi has increased considerably
in recent years, leading to high levels of mortality. The genus Candida is responsible for about
80% of the fungal infections in the hospital environment and is relevant cause of bloodstream
infections in patients admitted to intensive care units. Specific tests for the diagnosis of
hematogénicas infections by Candida albicans have high costs and are limited on low resource
environment. In this work we propose a new biosensor platform based on Localized Surface
Plasmon Resonance for Candida albicans antigen identification. FEM calculations were used to
investigate the electric field behavior around the nanostructure, and therefore to determine the
proper NP dimensions for molecular sensing application. The sensing platform corresponds to
an aqueous solution with gold nanoparticles, with 5nm or 50 nm diameter, functionalized with
monoclonal antibodies of immunoglobulin class 1gG anti-candida. The platform was evaluated
by UV-VIS absorption spectroscopy. The results show the solution-based sensing platform
ability to identify small concentration of Candida antigen.

Keywords: Plasmon resonance. Candidemia. Optical sensor. Diagnostic device.



